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1.1  Milchsäurebakterien 
Milch und Milchprodukte gehören mit einem jährlichen Verbrauch von knapp 128 kg 
pro Kopf zu den wichtigsten Lebensmitteln in Deutschland (BLE, 2016). Neben der 
Milch in flüssiger Form zählen hauptsächlich Käse, Joghurt, Butter, sowie Sauer-
milcherzeugnisse zu den meist konsumierten Milchprodukten (BLE, 2016). Bei der 
Herstellung dieser fermentierten Lebensmittel spielen Milchsäurebakterien eine ent-
scheidende Rolle (Daly et al., 1996; McKay & Baldwin, 1990), denn sie bewirken 
nicht nur die Dicklegung der Milch durch die Gerinnung des Milcheiweißes Casein, 
sondern sie unterdrücken auch das Wachstum unerwünschter Bakterien durch die 
Absenkung des pH-Werts und machen die Milchprodukte so länger haltbar (Riemelt 
et al., 2007). Diese Eigenschaften der Milchsäurebakterien sind auf einen Stoffwech-
selprozess zurückzuführen, bei dem verschiedene Monosaccharide zu Milchsäure 
als einzigem oder hauptsächlichem Endprodukt vergärt werden. Anhand der gebilde-
ten Gärungsendprodukte wird die Unterscheidung zwischen den homofermentativen 
und heterofermentativen Milchsäurebakterien vorgenommen (Holzapfel & Wood, 
2012). Die homofermentativen Bakterien bauen Glucose zusammen mit anderen 
Hexosen über die Glykolyse ab und bilden zu fast 90 % reines Lactat. Bei den hete-
rofermentativen Bakterien werden neben Lactat zusätzlich Acetat, Ethanol und CO2 
gebildet. Dies ist dem Fehlen der Aldolase, einem Schlüsselenzym der Glykolyse 
geschuldet, wodurch einige Zucker über den Pentose-Phosphat-Weg abgebaut wer-
den müssen (Madigan & Martinko, 2009; Riemelt et al., 2007).  
Taxonomisch gehören die Milchsäurebakterien der Ordnung Lactobacillales (Lahti-
nen, 2012; Autenrieth et al., 2009) an und kommen in Form von unbeweglichen 
Stäbchen oder Kokken vor (Mahony & van Sinderen, 2014). Die Bakterien sind 
Gram-positiv, Katalase-negativ, säuretolerant und bilden keine Sporen. Bedingt 
durch das Fehlen der Aldolase und Cytochromen sind die Milchsäurebakterien zwar 
anaerob, gleichzeitig jedoch sauerstoffunempfindlich und somit aerotolerant. Ein wei-
teres Unterscheidungsmerkmal der Milchsäurebakterien ist ihre optimale Wachs-
tumstemperatur. Bei den mesophilen Bakterien liegt diese zwischen 18 - 32 °C, bei 
den thermophilen zwischen 35 - 45 °C (Riemelt et al., 2007; Salminen et al., 2004). 
Im Unterschied zu vielen anderen Mikroorganismen sind die Milchsäurebakterien auf 
keine Eisenquelle in der Umgebung angewiesen (Pandey et al., 1994). Es fehlt den 
Bakterien jedoch die Fähigkeit, bestimmte Nährstoffe wie Aminosäuren oder Vitami-
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ne selbst zu bilden. Somit sind sie auf besonders nährstoffreiche Umgebungen an-
gewiesen, zu denen neben der Milch, in der das Eisen in gebundener Form vorliegt, 
vor allem auch absterbendes Pflanzenmaterial und der humane Darmtrakt zählen 
(Campbell & Reece, 2009; Fuchs et al., 2007). Für die Menschen sind die meisten 
Milchsäurebakterien nicht pathogen und zählen zu den wichtigsten Vertretern der 
menschlichen Darm- und Schleimhautflora (Bolotin et al., 2001). Zudem konnten für 
einige Bakterienspezies probiotische Wirkungen nachgewiesen werden (Heller, 
2001).  
Heutzutage werden die Milchsäurebakterien im Bereich der Milchwirtschaft gezielt als 
Starterkulturen eingesetzt. Je nach der verwendeten Bakterienspezies und dem ge-
wünschten Lebensmittel können Struktur, Geschmack oder Aroma beeinflusst wer-
den. Für die industrielle Fermentation spielen vor allem Lactococcus lactis (L. lactis), 
Streptococcus thermophilus (S. thermophilus), Lactobacillus und Leuconostoc (Ln.) 
Starterkulturen eine wichtige Rolle (Mahony et al., 2012; Hemme & Foucaud-
Scheunemann, 2003). L. lactis Stämme mit den beiden Subspezies L. lactis spp. lac-
tis und L. lactis spp. cremoris zählen zu den mesophilen Starterkulturen und über-
nehmen während der Fermentation hauptsächlich Aufgaben der Säureproduktion. 
Erst am Ende der Gärung werden durch diese Stämme zusätzlich Geschmack und 
Aroma beeinflusst (Bolotin et al., 2001). S. thermophilus-Kulturen gehören zu den 
thermophilen Milchsäurebakterien und kommen hauptsächlich bei der Herstellung 
von Joghurt sowie einigen Käsesorten wie Emmentaler oder Mozzarella zum Einsatz 
(Riemelt et al., 2007; Quiberoni et al., 2006). Leuconostoc Kulturen stellen dagegen 
nur eine Minorkomponente (1-10 %) in vielen mesophilen Mischkulturen dar (Cogan 
& Jordan, 1994). Die beiden Subspezies Ln. mesenteroides und Ln. pseudomesente-
roides werden dabei hauptsächlich eingesetzt (Ali et al., 2013; Zamfir et al., 2006) - 
häufig in Verbindung mit den L. lactis Stämmen (Hemme & Foucaud-Scheunemann, 
2004). Während der Fermentation übernehmen die Leuconostoc Kulturen die Aufga-
ben der Geschmacks- und der Aromabildung, indem Citrat zu Acetyl, Acetoin und 
Diacetyl umgesetzt wird (Kot et al., 2014a, 2014b; Vedamuthu, 1994).  
Die Fermentation der Milch durch die Milchsäurebakterien unterliegt jedoch häufig 
vielen Störfaktoren, die das Wachstum und damit die Aufgaben der Milchsäurebakte-
rien hemmen (z.B. reduzierte Säuerung). Dazu gehören einige Hemmstoffe wie Anti-
biotika oder Reinigungs- und Desinfektionsmittel (Salminen et al., 2004), aber auch 
natürlicherweise in der Milch enthaltene Stoffe wie Lysozyme oder Immunglobuline 
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(Marcó et al., 2012). Den wichtigsten Störfaktor im Bereich der Milchfermentationen 
stellt jedoch nach wie vor die Infektion der Starterkulturen mit Bakteriophagen dar 
(Murphy et al., 2013; Moineau & Lévesque, 2005; Daly et al., 1996). 
 
1.2 Bakteriophagen  
Bakteriophagen (abgekürzt Phagen) sind Viren, die Bakterien oder Archaeen befal-
len, diese infizieren und anschließend zerstören (Clokie et al., 2011; Neve, 1996). 
Sie wurden fast gleichzeitig von dem Engländer A. F. Twort und dem Kanadier F. 
d’Herelle unabhängig voneinander entdeckt und beschrieben (Twort, 1915; d’Herelle 
1917). F. d’Herelle ist für die noch heute gültige Bezeichnung der Bakteriophagen 
(griechisch: bakterion „Stäbchen“, phagos „Fresser“) verantwortlich. Schätzungswei-
se stellen Bakteriophagen mit einer Anzahl von 1031 Virionen die größte und häufigs-
te biologische Einheit der Welt dar (McNair et al., 2012). Damit sind die Phagen, ähn-
lich wie ihre Wirte, ubiquitär verbreitet (Breitbart & Rohwer, 2005; Hendrix, 2003).  
Bakteriophagen sind im Unterschied zum Großteil der 
Viren sehr komplex aufgebaut. Der Phagenkopf 
(Kapsid) besitzt eine isodiametrische oder prolate Form 
(Abb. 1.1) und ist aus sog. Kapsomeren (Proteinen) 
aufgebaut. Im Inneren des Kopfes befindet sich das 
Phagengenom, welches als einzelstängige oder 
doppelstängige DNA oder RNA vorliegen und entweder 
linear oder zirkulär strukturiert sein kann. Direkt an den 
Kopf ist meist ein Kragen angeheftet, an den ein Pro-
teinschwanz anschließt. Dabei handelt es sich um ein 
stäbchenförmiges Rohr, welches von einer kontraktilen 
Hülle umgeben sein kann (Aksyuk et al., 2009). Am 
unteren Ende schließt bei einigen Phagen der Protein-
schwanz mit einer Basisplatte ab. Diese kann zusätzlich eine oder mehrere Fibern 
bzw. Spikes enthalten, mit deren Hilfe sich die Phagen an die Bakterienzellen anhef-
ten können (Heller et al., 2011; Walter et al., 2008; Neve, 1996). Auf den Fibern 
sitzen die sog. Rezeptorbindeproteine, mit denen ein Phage die Bindestellen an der 
Bakterienoberfläche erkennen und ähnlich dem Schlüssel-Schloss-Prinzip binden 
kann (Spinelli et al., 2014; Moldovan et al., 2007). Somit besitzen die Phagen eine 
Abb. 1.1: Transmissionselektro-
nenmikroskopische Aufnahmen 
der L. lactis Phagen P008 (A) 
und P001 (B). 
A B 
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hohe Wirtsspezifität und sie sind meist in der Lage nur eine Bakterienspezies bzw. -
stamm zu infizieren. Da die Bakteriophagen sich nicht autonom vermehren können 
und zudem keinen eigenen Stoffwechsel besitzen, sind sie zu ihrer Vermehrung auf 
bakterielle Wirtszellen angewiesen. Die Lyse einer Bakterienzelle verläuft dabei in 
mehreren Schritten (Abb. 1.2). Phagen sind von einem zufälligen Zusammentreffen, 
z.B. durch Diffusion in einer wässrigen Lösung oder Übertragung durch die Luft in 
Form von Aerosolen, mit einer Bakterienzelle abhängig (Heller et al., 2011). Sobald 
jedoch ein Phage auf eine Zelle trifft, erfolgt im ersten Schritt eine reversible Bindung 
mit dem Phagenschwanz an die Rezeptorstrukturen der Bakterienoberfläche. Dabei 
fungieren oft Zuckerreste der bakteriellen Zellwand als Rezeptoren (Fox, 2004). 
Erfolgt daraufhin die zweite Bindung an den eigentlichen Phagenrezeptor, dann 
spricht man von einer irreversiblen Bindung (Adsorption). Die Anwesenheit zweiwer-
tiger Kationen (Ca2+ oder Mg2+) im Medium kann diesen Vorgang zusätzlich begüns-
tigen (Geller et al., 2005; Watanabe & Takesue, 1972). Im nächsten Schritt wird die 
DNA des Phagen aus dem Phagenkopf durch den Schwanz in das Innere der 
Bakterienzelle injiziert (Poeggel, 2013). Dabei nutzen Phagen spezielle Enzyme, die 
die Peptidoglykane der bakteriellen Zellwand auflösen und damit den Einlass der 
DNA in das Zytoplasma der Bakterienzelle ermöglichen (Farley et al., 2016). Nach 
der Injektion der Phagen-DNA in die Zelle kann die Phagenvermehrung über zwei 
unterschiedliche Zyklen erfolgen – lytisch oder lysogen (auf die Sonderform der 
filamentösen Phagen wird hier nicht eingegangen). Welcher der beiden Wege ver-
folgt wird, ist vor allem von dem physiologischen Zustand der Zelle sowie von der 
„multiplicity of infection“ (MOI) abhängig (Ptashne, 2004). Bei dem lytischen Zyklus 
erfolgt direkt nach der Injektion der Phagen-DNA in die Bakterienzelle eine komplette 
Umstellung des bakteriellen Stoffwechsels. Die Wirts-DNA wird abgebaut und die 
Phagen-DNA repliziert. Parallel werden neue Strukturproteine in der Zelle produziert, 
welche anschließend zu Kopf- und Schwanzstrukturen aufgebaut werden. Daraufhin 
wird die neu-hergestellte DNA in die Phagenköpfe verpackt, mittels phageneigener 
Enzyme Endolysin und Holin die bakterielle Zellwand abgebaut und die neu-
synthetisierten Phagen werden freigesetzt (Wang et al., 2000; Neve, 1996). Die 
Wurfgröße (burst size) unterscheidet sich je nach Phagen bzw. Phagengruppe und 
kann bis zu 300 Phagen pro Bakterienzelle betragen (Neve, 1996). Die Latenzzeit, 
die Zeit von der Adsorption bis zur bakteriellen Zelllyse, dauert im Durchschnitt ca. 20 
min, kann jedoch ähnlich der Wurfgröße je nach Phagengruppe variieren (Wang, 
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2006). Treten die Phagen den lytischen Zyklus an, so spricht man von virulenten 
Phagen. Phagen, die den lysogenen Zyklus durchschreiten werden als temperent 
bezeichnet (Campbell & Reece, 2009). Im lysogenen Zyklus wird die Phagen-DNA 
nach der Injektion in die Bakterienzelle durch homologe Rekombination in das bakte-
rielle Genom integriert. Dies erfolgt mittels einer phagenkodierten Integrase (Fogg et 
al., 2014). Die Phagen-DNA kann in der Bakterienzelle jedoch auch als Plasmid vor-
liegen. Bei jeder Replikation der Wirts-DNA wird das Plasmid bzw. die integrierte 
Phagen-DNA in Form eines Prophagen mitrepliziert und an die folgende Generation 
weitergegeben (Poeggel, 2013). In dem Zustand der Lysogenie kann ein Phage über 
einen sehr langen Zeitraum verbleiben, jedoch jederzeit durch umgebende Stressfak-
toren wie UV-Strahlung oder DNA-Schädigung induziert werden und in den lytischen 
Zyklus übergehen. Dieser Prozess kann durch äußere Faktoren, aber auch spontan 
eingeleitet werden und so zur Freisetzung neuer Phagengenerationen führen (Choi 
et al., 2010, Riemelt et al., 2007). Viele der temperenten Phagen besitzen zudem die 
Fähigkeit, im lysogenen Zustand die Wirtszelle durch den Mechanismus der „super 
infection exclusion“ vor der Infektion des Bakteriums durch andere Phagen zu schüt-
zen (Weber, 2010; McGrath et al., 2002). In der Abbildung 1.2 sind die beiden Ver-
mehrungszyklen der Bakteriophagen graphisch dargestellt. 
 
 
Abb. 1.2: Der Lebenszyklus von Bakteriophagen. Lytische (schwarze Pfeile) und lysogene (blaue Pfei-
le) Vermehrung der Bakteriophagen. 1. Adsorption; 2. DNA-Injektion; 3. Phagenvermehrung; 4. Lyse 
der Bakterienzelle; 5. Integration der Phagen-DNA; 6. Vermehrung der lysogenen Wirtszellen; 7. In-
duktion des Prophagen (modifiziert nach Neve & Heller, 2013).  
 
Die erste Einteilung der Phagen wurde von dem Engländer D. E. Bradley vorge-
nommen (Bradley, 1967). Basierend auf der Morphologie der Phagen und deren 
Nukleinsäure erfolgte die Einteilung in sechs Grundtypen A-F (Abb. 1.3). Die Typen 
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A-C stehen dabei für die geschwänzten Phagen mit doppelsträngiger DNA, die Ty-
pen D und E umfassen polyedrischen Phagen mit Einzelstrang-DNA (Typ D) bzw. 
Einzelstrang-RNA (Typ E) und der Typ F berücksichtigt die filamentösen Phagen mit 
einer Einzelstrang-DNA.  
Nur einige Jahre später, nämlich 1974, überarbeitete Ackermann die Phageneintei-
lung von Bradley, durch Einfügen eines neu-entdeckten pleomorphen Phagentyps 
(Typ G), sowie Einteilung der geschwänzten Phagen (Typ A-C) anhand ihrer Kopf-
form in isodiametrisch- (A1-C1) prolat- (A2-C2) und lang-prolat- (A3-C3) köpfige 
Phagen (Abb. 1.3) (Ackermann & Eisenstark, 1974). Geschwänzte Phagen werden 
gemäß der Klassifikation zur Ordnung Caudovirales zusammengefasst, welche ca. 
96 % aller, bis dato beschriebenen Phagen umfasst. Sie lassen sich in drei Familien 
der Myoviridae, der Siphoviridae und der Podoviridae unterteilen (Ackermann, 2011). 
Zu der Familie Myoviridae zählen Phagen mit langen, kontraktilen Schwanz, zu der 
Familie Siphoviridae Phagen mit einem langen, nicht-kontraktilen Schwanz und die 
Phagen der Familie Podoviridae besitzen einen kurzen, nicht-kontraktilen Schwanz 
(Neve, 1996; Ackermann et al., 1984). Eine weitere Einteilung der Phagen in Gattun-
gen und Gruppen wird anhand weiterer Faktoren wie der Genomgröße, der Genom-
konfiguration, der Genomsequenz, der Serologie usw. vorgenommen (Heller et al., 
2011).
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Phagen-
familien Myoviridae (A), Siphoviridae (B) und 
Podoviridae (C) mit ihren Kopfstrukturen: isodi-
ametrischer Kopf (1), kurzer prolater Kopf (2) 
und langer prolater Kopf (3). (nach Ackermann, 
2011). 
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Bereits kurz nach der Entdeckung der Phagen wurden deren therapeutische Anwen-
dungsmöglichkeiten erkannt und v. a. durch d’Hellere intensiv erforscht und be-
schrieben (d’Herelle, 1930). Doch die Entdeckung und der erste Einsatz von Antibio-
tika im Jahr 1941, sowie politische Diskrepanzen zwischen den West- und Oststaa-
ten führten dazu, dass die Phagentherapie in den westlichen Ländern zunehmend in 
den Hintergrund geriet (Housby & Mann, 2009; Sulakvelidze & Kutter; 2005, Chibani-
Chennoufi et al., 2004; Summers, 2001).  
In den letzten Jahrzehnten hat jedoch die häufige Verwendung von Antibiotika, so-
wohl in der Human- als auch in der Tiermedizin, dazu geführt, dass die Zahl antibioti-
karesistenter Bakterien stetig zugenommen hat. Das Europäische Zentrum für die 
Prävention und Kontrolle von Krankheiten (ECDC) und die Europäische Arzneimittel-
behörde (EMA) schätzten, dass jährlich in Europa ca. 25.000 Todesfälle auf antibioti-
karesistente Erreger zurückzuführen sind – Tendenz steigend. Diese alarmierenden 
Zahlen haben dazu geführt, dass Phagen erneut für therapeutische und diagnosti-
sche Anwendungen in Betracht gezogen wurden.  
Phagen sind aufgrund ihrer ubiquitären Verbreitung und verhältnismäßig leichter Iso-
lierung und Kultivierung (Mahony et al., 2014; Mc Grath et al., 2007; Chibani-
Chennoufi et al., 2004) sehr preiswert und durch ihre starke Wirtsspezifität bestens 
dazu geeignet, gezielt pathogene Keime zu inaktivieren. Studien zum Einsatz von 
Phagen als Biokontrollwerkzeuge in Lebensmitteln oder zur Kontrolle von bakteriel-
len Infektionen haben bereits vielversprechende Ansätze gezeigt (Brüssow, 2012; Lu 
& Koeris, 2011; Mahony et al., 2011; Kutateladze & Adamia, 2010; Alisky et al., 
1998). Nichtsdestotrotz weisen vor allem therapeutische Anwendungen von Phagen 
einen enormen Forschungsbedarf auf. Denn gerade wegen der hohen Wirtsspezifität 
der Phagen, ist eine schnelle Diagnose über die Art der Erreger in jedem speziellen 
Krankheitsfall von besonderer Bedeutung.  
 
1.3 Bakteriophagen der Milchsäurebakterien 
1.3.1 L. lactis Phagen  
Die Gruppe der L. lactis Phagen gehört zu den am meisten und besten untersuchten 
Bakteriophagen der Milchsäurebakterien (Mahony et al., 2014; Marcó et al., 2012; 
Miklic & Rogelj, 2003; Bissonnette et al., 2000; Moineau et al., 1996). Es handelt sich 
dabei um eine sowohl morphologisch als auch genetisch sehr heterogene Gruppe. 
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Phagen dieser Gruppe werden den beiden Familien Siphoviridae und Podoviridae 
zugeordnet und werden, wie in Abbildung 1.4 dargestellt, in zehn verschiedene 
Gruppen eingeteilt (Mahony & van Sinderen, 2014; Deveau et al., 2006).  
 
 
 
Abb. 1.4: Klassifizierung der L. lactis Phagen (mod. nach Atamer et al., 2012). Rote Box: Phagen-
gruppen, die am häufigsten mit Fermentationsstörungen assoziiert sind. 
 
Drei der zehn Gruppen (rot umrandet) werden dabei am häufigsten mit Fermenta-
tionsstörungen assoziiert: die Gruppen 936, (Morphotyp B1), c2 (Morphotyp B2) und 
P335 (Morphotyp B1) (Murphy et al., 2013; Atamer et al., 2009; Madera et al., 2004). 
Von den 10 Gruppen der L. lactis Phagen sind neun strikt virulent. Lediglich die P335 
Gruppe enthält temperente Phagen, die sich zusätzlich in vier morphologisch hetero-
gene Subgruppen einteilen lassen: Q33-, r1t-, TP901-1- und den BK5-T-Phagentyp 
(Atamer et al., 2012).  
 
1.3.2 S. thermophilus Phagen 
Unter den S. thermophilus Phagen sind sowohl virulente, als auch temperente Pha-
gen (1 – 10 % der Stämme mit einem Prophagen (Neve et al., 1998)) zu finden, die 
  1 Einleitung 
10 
 
der Siphoviridae Familie zugeordnet werden. Die S. thermophilus Phagen werden 
zurzeit in vier unterschiedliche Gruppen eingeteilt (Mahony & van Sinderen, 2014). 
Morphologisch sind die ersten zwei Phagengruppen kaum voneinander unterscheid-
bar (isodiametrischer Kopf und langer, nicht-kontraktiler Schwanz von ca. 240 nm 
(Brüssow et al., 1994)). Eine Differenzierung ist lediglich auf der genetischen Ebene 
anhand der Anzahl an Hauptstrukturproteinen und des Verpackungsmechanismus 
ihrer DNA in „pac“- und „cos“-Typ möglich (LeMarrec et al., 1997). Während der 
„cos“-Typ Phage zwei Hauptstrukturproteine aufweist, besitzt der „pac“-Typ Phage 
drei Hauptstrukturproteine (Neve et al., 1998; LeMarrec et al., 1997). Zusätzlich ver-
packen die „pac“-Typ Phagen ihre DNA nach dem „Head-Full“-Mechanismus, wäh-
rend die „cos“-Typ Phagen kohäsive DNA-Enden besitzen. Die dritte Gruppe der S. 
thermophilus Phagen wird durch den Phagen 5093 repräsentiert, der sich genetisch 
und morphologisch (Basisplatte mit kugelförmigen Anhängen) von den anderen Pha-
gen unterscheidet (Mills et al., 2011). Die letzte S. thermophilus Phagengruppe ist 
die 987 Gruppe, die sich durch einen Hybridgenom auszeichnet, bestehend aus den 
Genomen der S. thermophilus Phagen und der L. lactis Phagengruppe P335 
(McDonnell et al., 2016). 
 
1.3.3 Ln. pseudo-/mesenteroides Phagen 
Phagen der Leuconostoc Bakterien wurde bis vor einigen Jahren nur sehr wenig 
Aufmerksamkeit geschenkt, wodurch diese nur relativ selten isoliert und charakteri-
siert wurden (Pujato et al., 2015, 2014; Atamer et al., 2011; Davey et al., 1995; Boi-
zet et al., 1992; Shin, 1983). Dies hängt damit zusammen, dass die Säuerungsfehler, 
die durch L. lactis oder S. thermophilus Phagen verursacht werden, viel schneller 
detektierbar sind als die durch Leuconostoc Phagen verursachte Aroma- oder Ge-
schmacksbeeinträchtigungen.  
Die erste Einteilung der Leuconostoc Phagen wurde von Ali et al. (2013) anhand der 
Morphologie vorgenommen und später durch Kot et al. (2014) durch Genotypisierung 
erweitert (Abb. 1.5). Morphologisch handelt es sich bei den Leuconostoc Phagen um 
eine Phagengruppe mit relativ wenig Variation. Alle Phagen sind isodiametrisch-
köpfige Siphoviridae Phagen mit nicht kontraktilen Schwänzen von ca. 140 nm. Das 
einzige Unterscheidungsmerkmal der Leuconostoc Phagen liegt in der Struktur ihrer 
Basisplatten (Kot et al., 2014b), anhand derer sechs Subgruppen unterschieden 
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werden (Abb. 1.5). Ln. mesenteroides Phagen werden dem Morphotyp I zugeordnet 
mit kugelförmigen (Ia) oder Y-förmigen (Ib) Basisplattenanhängen, während die Ln. 
pseudomesenteroides Phagen dem Morphotyp II zugeordnet werden (ebene Basis-
platten mit (IIa) oder ohne Kragen (IIb), "flauschige" Basisplattenanhänge (IIc) und 
Schwanzstreifen (IId)). Zusätzlich werden die Phagen anhand ihrer Wirtsspezifität 
unterteilt. Den Ln. pseudomesenteroides Phagen werden die Wirtsspektren A1 und 
A2 zugeordnet, während die Phagen der Ln. mesenteroides die Wirtsspektren B1 
und B2 besitzen (Kot et al., 2014b; Ali et al., 2013).  
 
 
Abb. 1.5: Übersichtsschema zur Ln. mesenteroides und Ln. pseudomesenteroides Phagentaxonomie 
basierend auf der Transmissionselektronenmikroskopie, Genotypisierung und Wirtsspektren der Pha-
gen. Die Pfeile zeigen (1) kugelförmige Basisplattenanhänge, (2) Y-förmige Basisplattenanhänge, (3) 
ebene Basisplatten mit Kragenstruktur, (4) "flauschige" Basisplattenanhänge, (5) Schwanzstreifen 
(modifiziert nach Kot et al., 2014b). 
 
Grundsätzlich finden sich unter den Ln. mesenteroides und Ln. pseudomesenteroi-
des Phagen, die in der Vergangenheit aus verschiedenen Milchprodukten isoliert 
wurden, sowohl virulente als auch wenige temperente Phagen (Atamer et al., 2011; 
Jang et al., 2010).  
  
1.4 Bakteriophagen in der Milchwirtschaft 
Die Anwesenheit der Bakteriophagen in der Milchindustrie stellt seit vielen Jahrzehn-
ten ein ernstes Problem für viele Molkereien und milchverarbeitende Betriebe dar 
(Moineau & Lévesque, 2005). Da Bakteriophagen allgegenwärtig sind und immer mit 
Bakterien assoziiert sind, ist ihre Anwesenheit in Milchfermentationen praktisch nicht 
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zu verhindern. Fermentationsstörungen durch Phagen sind jedoch für die Molkereien 
mit finanziellen Einbußen verbunden, denn nicht nur längere Produktionszeiten und 
verminderte Qualität der Produkte, sondern auch eine geringe Säuerung, verbunden 
mit - im schlimmsten Fall - komplettem Produktionsausfall, sind häufig die Folgen 
(Atamer et al., 2011; Quiberoni et al., 2006; Neve, 1996). Man schätzt, dass der An-
teil der Schäden, die auf Phagen zurückzuführen sind, im Bereich der Milchfermenta-
tionen bei etwa 1-10 % liegt (Bogosian, 2006).  
Rohmilch, die als Hauptquelle für Bakteriophagen in den Molkereien gilt, wird häufig 
bereits während des Melkprozesses mit Phagen infiziert (ca. 10 %) und kann von 
hier aus die Phagen über den gesamten Produktionsprozess verbreiten (Madera et 
al., 2004). Zwar wird die Milch vor der Fermentation meist pasteurisiert, jedoch sind 
die dabei zum Einsatz kommenden Temperatur-/Zeit-Kombinationen von 72-75 °C 
für 15-30 s nicht ausreichend, um eine komplette Phageninaktivierung zu erreichen 
(Atamer & Hinrichs, 2010; Atamer et al., 2009; Müller-Mehrbach et al., 2005a, 2005b; 
Quiberoni et al., 2003; Suarez & Reinheimer, 2002). Eine Erhitzung der Milch bei hö-
heren Temperaturen und über einen längeren Zeitraum ist zwar möglich, jedoch 
würde dies mit organoleptischen Veränderungen der Milch einhergehen und zudem 
zu einer gestörten Dicklegung der Milch führen (Heller et al., 2011; Madera et al., 
2004). Folglich lassen sich die Phageninfektionen nie vollständig verhindern, sondern 
lediglich z.B. durch eine strikte Trennung der Produktionsbereiche minimieren (Heller 
et al., 2011). Dass die Phagen sich gut entlang der Produktionskette anreichern kön-
nen, wird am Beispiel Molke (als Nebenprodukt der Käseherstellung) besonders 
deutlich. Ausgehend von einer Phagenkonzentration von ca. 104 Plaque-bildende 
Einheiten (PbE)/ml Rohmilch (McIntyre et al., 1991), sind Phagentiter von bis zu 109 
PbE/ml Molke am Ende der Käseproduktion keine Seltenheit (Ly-Chatain et al., 2011; 
Atamer et al., 2009; Neve, 1996). Ein weiteres Problem in vielen Molkereien sind die 
Phagenaerosole, die über die Luft in Konzentrationen von bis 108 PbE/m3 weiterge-
tragen werden können (Neve et al., 1995).  
Die Widerstandsfähigkeit der Phagen gegenüber vielen Stressfaktoren wie beispiels-
weise Hitze (Atamer et al., 2009; Müller-Merbach et al., 2005a, 2005b) oder Druck 
(Guglielmotti et al., 2012) in Verbindung mit der ubiquitären Verbreitung der Phagen 
in den Molkereien machen sie für die Industrie zu einem großen Problem, für die 
Wissenschaft hingegen zu einem interessanten Forschungsobjekt – u.a. bei der Su-
che nach neuen Methoden zur Phageninaktivierung bzw. Phagenminimierung.  
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1.5 Zielsetzung der Arbeit  
Bakteriophagen der Milchsäurebakterien sind in milchverarbeitenden Betrieben die 
Hauptursache für Fermentationsstörungen, Aroma- und Texturdefekte. Für die Rück-
führung von phagenhaltigem Molkenpulver oder von Molkenbestandteilen in den 
Fermentationsprozess muss daher die Phagenbelastung ausreichend minimiert wer-
den, um eine weitere Anreicherung der Phagen im Betrieb zu vermeiden. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher zunächst in einem Phagenscreening Molken-
pulverproben und Molkenpulverformulierungen auf Bakteriophagen für mesophile 
und thermophile säurebildende Starterkulturen (L. lactis, S. thermophilus) und für 
mesophile Aromakulturen (Ln. pseudomesenteroides, Ln. mesenteroides) geprüft 
werden. Von den Phagenisolaten aus den Pulverproben sollte die thermische Stabili-
tät bestimmt und bewertet werden. Weiterhin sollte die Langzeitstabilität der L. lactis 
Phagen in den Pulverproben bei mehrjähriger Lagerung erfasst werden. 
Zum Vergleich der (publizierten) Daten der thermischen Inaktivierung unter Laborbe-
dingungen mit denen einer – bisher nicht beschriebenen - Inaktivierung in einer Pilot-
Pasteurisierungsanlage sollten mit repräsentativen thermosensitiven und thermore-
sistenten Phagen Erhitzungsversuche in Milch zur Bestimmung „praxisnaher“ D- und 
z-Werte in der Pilotanlage durchgeführt werden.  
Als nicht-thermische Alternative zur Phageninaktivierung sollten Cross-Flow-
Membranfiltrationsversuche mit Membranen unterschiedlicher nominaler Porenweite 
zur Reduktion der L. lactis Phagentiter in Molke durchgeführt werden, um den best-
möglichen Kompromiss zwischen maximaler Phagenretention und minimaler Denatu-
rierung der Molkenproteine zu bestimmen. Dafür sollten Laktokokkenphagen unter-
schiedlicher Morphologie und Größe getestet werden. Geprüft werden sollte weiter-
hin die Option, die Effizienz der Membranfiltration durch Zugabe von pasteurisierten, 
inaktivierten Wirtszellen oder von mechanisch gewonnenen Zelltrümmern zur Ausbil-
dung einer erwünschten Fouling-Schicht auf den Membranen zu verbessern. 
Da phagenbedingte Aromastörungen – im Gegensatz zu Säuerungsstörungen – bis-
her kaum dokumentiert wurden, sollte der Einfluss einer Leuconostoc Phageninfek-
tion auf die Aromaentwicklung sowie auf das organoleptische Profil von Sauermilch 
und Käse untersucht werden. Die von den Leuconostoc Phagen verursachten Ver-
änderungen in den fermentierten Milchprodukten sollten dabei sowohl von einem 
Sensorikpanel als auch mit einer Elektronischen Nase erfasst und verglichen wer-
den. 
   
 
  
 
 
Kapitel 2 
 
Charakterisierung und thermische Inaktivie-
rung der aus Molkenpulver isolierten Bakterio- 
phagen der Milchsäurebakterien 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teile des nachfolgenden Kapitels wurden bereits in folgenden Publikationen veröffentlicht: 
 
Wagner, N., Brinks, E., Samtlebe, M., Hinrichs, J.,  Atamer, Z., Kot, W., Franz, C. M. A. P., Neve, H. & 
Heller, K.J. (2017). Whey powders are a rich source and excellent storage matrix for dairy bacterio-
phages. International Journal of Food Microbiology, 241: 308-317. 
Wagner, N., Samtlebe, M., Franz, C. M. A. P., Neve, H., Heller, K.J., Hinrichs, J. & Atamer, Z. (2017). 
Dairy bacteriophages isolated from whey powder: thermal inactivation and kinetic characterization. 
International Dairy Journal, 68: 95-104. 
            2 Thermische Resistenz der Phagen aus Molkenpulver 
15 
 
2.1 Einleitung 
Bakteriophagen sind allgegenwärtig. Sie werden regelmäßig in der Rohmilch nach-
gewiesen und können aufgrund von unsterilen Fermentationsbedingungen oder einer 
Verunreinigung des Ausgangsmaterials (z.B. Milch, Molke oder Pulver) in den Fer-
mentationsprozess eingebracht werden (Garneau & Moineau 2011; Neve et al., 
1995). Da ein Großteil der Phagen in der Lage ist, Wärmebehandlungen der Milch zu 
überstehen, können sie sich im weiteren Verlauf der Milchverarbeitung, beispielswei-
se während der Käseherstellung, anreichern - in Phagentitern von bis zu 109  PbE/ml 
Käsemolke (Murphy et al., 2014; Atamer et al., 2009; Neve 1996, Neve et al., 1995; 
McIntyre et al., 1991). Bestandteile der Käsemolke werden wiederrum von der Milch-
industrie vielfältig wiederverwendet und als Molkenpulver, Molkenrahm oder Molken-
protein zur Steigerung der Trockenmasse und Verbesserung der Textureigenschaf-
ten verschiedenen Produkten zugesetzt (Atamer et al., 2013; Schenkel et al., 2013; 
Toro-Sierra et al., 2013; Hinrichs, 2001; Schenkel et al., 2011). Molkenprotein-
Konzentrat und Molkenprotein-Isolat, die als Pulver auf den Markt gebracht werden, 
gehören hierbei zu den am häufigsten produzierten Molkenprodukten (Çakır-Fuller, 
2015; Lagrange et al., 2015).  
Bei der Herstellung von Molkenpulvern wird zuerst das Molkenfett zusammen mit 
sonstigen Verunreinigungen von der Molke abgetrennt und anschließend auf ca. 
55 % Trockensubstanzgehalt verdampft bzw. aufkonzentriert. Danach wird das Mol-
kenkonzentrat dehydratisiert (Märtlbauer & Becker, 2016). Das dabei am häufigsten 
angewendete Verfahren ist die Sprühtrocknung. Das Molkenkonzentrat wird durch 
Zentrifugalzersträubung oder durch Düsenversprühung im Sprühturm fein verteilt und 
mit Heißluft (180 - 220 °C) im Gleichstrom oder Gegenstrom getrocknet (Märtlbauer 
& Becker, 2016). Aufgrund der stetigen Kühlung während der Trocknung erreicht die 
Verdampfungstemperatur der Molkenpartikel jedoch max. 60 °C (Walstra et al., 2006; 
Kessler, 2002; Belitz & Grosch, 1987). Bereits 1980 hatte Chopin den Einfluss von 
Sprühtrocknung auf 17 L. lactis Phagen untersucht. Mit einer Titerreduktion von we-
niger als 1 log-Stufe, konnten dabei die meisten Phagen diesen Prozess überstehen.  
Zu den bereits genannten Strategien der Phageninaktivierung in der Milchindustrie 
zählen neben der Anwendung von Druck (Mahony et al., 2012; Atamer et al, 2009; 
Müller-Merbach et al., 2005a, 2005b; Moroni et al., 2002) auch die Inaktivierung der 
Phagen durch physikalische Methoden (z.B. Bestrahlung, Membranfiltration) und 
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chemische Mittel (Samtlebe et al, 2015; Grove et al, 2006; Capra et al., 2004; 
Staczek et al., 1998). Die meist erforschte Methode der Phageninaktivierung bleibt 
jedoch die Hitzebehandlung. Vor allem die Lactococcus (L.) lactis Phagen zeigen 
eine bemerkenswert hohe thermische Resistenz. Die L. lactis Phagen P680 und 
P1532 sind in der Lage, Temperaturen von über 95 °C für mehrere Minuten zu über-
stehen und gehören damit zu den bis dato thermoresistentesten Phagen der Milch-
säurebakterien (Atamer et al., 2010). Aber auch die Hitzeresistenz anderer Phagen-
spezies wie beispielsweise Leuconostoc, Lactobacillus oder S. thermophilus waren 
häufig Gegenstand vieler Untersuchungen (Capra et al., 2013; Guglielmotti et al., 
2011; Atamer et al., 2011; 2009; Quiberoni et al., 2003). Dabei zeigte sich eine hohe 
Varianz der Thermobeständigkeit zwischen den Phagen unterschiedlicher Bakterien-
spezies.  
Eine Vielzahl von Autoren hat in der Vergangenheit Phagen aus verschiedenen 
Milchprodukten wie beispielsweise Milch, Molke, Salzlake, Quark, Joghurt und But-
termilch isoliert (Murphy et al., 2014; Capra et al, 2013; Guglielmotti et al, 2012; Ata-
mer et al., 2011, 2009; Quiberoni et al., 2003). Vergleichsweise wenig Aufmerksam-
keit wurde bis dato dem Auftreten und der Inaktivierung von Phagen in Trocken-
milchprodukten wie z.B. Molkenpulver geschenkt. In einer Masterarbeit mit dem Titel 
„Nachweis und Typisierung von Bakteriophagen der Milchsäurebakterien in Molken-
pulver und Molkenpulverformulierungen“ (Wagner, 2012) wurden 55 Phagen aus 
Molkenpulver isoliert und hinsichtlich ihrer Morphologie, Diversität und Spezieszuge-
hörigkeit charakterisiert. Es wurden hohe Phagenkonzentrationen von bis zu 6 x 
107 Plaque-bildenden Einheiten (PbE)/g Molkenpulver nachgewiesen. Da angenom-
men wurde, dass Phagen aus dem sprühgetrockneten Pulver eine höhere Hitzebe-
ständigkeit aufweisen als Phagen aus flüssigen Milchprodukten, hatte die vorliegen-
de Studie zum Ziel, diese Phagen, v. a. die Phagen der L. lactis Bakterienspezies, in 
Bezug auf ihre Thermoresistenz zu untersuchen. Weiterhin sollte die Inaktivierungs-
kinetik eines besonders hitzeresistenten Phagen im Testmedium Wasser und Ma-
germilch miteinander verglichen werden. Darüber hinaus sollte die Langzeitstabilität 
der isolierten Phagen im Verlauf einer vierjährigen Lagerung untersucht werden.   
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2.2 Material und Methoden 
2.2.1 Bakterienstämme und Bakteriophagen 
Bakterienstämme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der Tabelle 2.1 auf-
geführt. Die beiden verwendeten Referenzbakteriophagen sind der Tabelle 2.2 zu 
entnehmen. Sie wurden aus der Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie und 
Biotechnologie des Max Rubner-Instituts, Kiel, entnommen. 
 
Tabelle 2.1: Verwendete Stämme 
 
Stamm  Spezies/Eigenschaften Referenz 
386 L. lactis ssp. lactis Institutssammlung 
263 L. lactis ssp. lactis Institutssammlung 
F7/2 L. lactis ssp. lactis Andresen et al., 1984 
Bu2 L. lactis ssp. lactis Andresen et al., 1984 
Bu2-60 L. lactis ssp. lactis 
plasmidfreies Derivat von Bu2 
Neve et al., 1984 
IL1403 L. lactis ssp. lactis (plasmidfrei) Deveau et al., 2006 
Wg2 L. lactis ssp. cremoris Otto et al., 1982 
3107 L. lactis ssp. cremoris Brøndsted et al., 2001 
MG1614 L. lactis ssp. cremoris Gasson, 1980 
554 Ln. pseudomesenteroides  Atamer et al., 2011 
Ca41 Ln. pseudomesenteroides  Institutssammlung 
BM2 Ln. pseudomesenteroides  Atamer et al., 2011 
111 Ln. pseudomesenteroides  Institutssammlung 
C008 Ln. mesenteroides Atamer et al., 2011 
1521 Ln. mesenteroides Institutssammlung 
123SL S. thermophilus  Institutssammlung 
S23 S. thermophilus Institutssammlung 
C4323 S. thermophilus  Institutssammlung 
C4327 S. thermophilus Institutssammlung 
71 S. thermophilus Institutssammlung 
 
 
Tabelle 2.2: Verwendete Referenz-Bakteriophagen 
 
Phage Spezies Morphologie/Typ Referenz 
P008 L. lactis isodiametrischer Kopf / B1-Typ / 
936-Spezies 
Loof et al., 1983    
Jarvis et al., 1989 
P680 L. lactis isodiametrischer Kopf / B1-Typ / 
936-Spezies 
Atamer et al., 2009 
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2.2.2 Enzyme und Primer 
Tabelle 2.3: Enzyme mit mehrfacher Verwendung 
 
Enzym Zusammensetzung                      Menge 
DNase DNase 10 mg/ml 
Natriumacetat 20 mM 
CaCl2 5 mM 
pH 5,2 
RNase RNase 10 mg/ml 
Tris-HCl 10 mM 
NaCl 15 mM 
pH 7,5 
Proteinase K 20 mg/ml Stammlösung 
 
 
Tabelle 2.4: Verwendete Restriktionsenzyme 
 
Enzym Sequenz Puffer Hersteller 
HindIII A↓AGCTT Buffer R 1x Fermentas, St.Leon-Rot 
Eco321 
(EcoRV) 
GAT↓ATC Buffer R 1x Fermentas, St.Leon-Rot 
PvuII CAG↑CTG Buffer G 1x Fermentas, St.Leon-Rot 
 
2.2.3 Nährmedien, Lösungen und Puffer  
Die im Folgenden aufgelisteten Nährmedien, Lösungen und Puffer wurden mit zwei-
fach entionisiertem Reinstwasser hergestellt (SG-Reinstwasser-System Clear, Bars-
büttel). Die einzelnen Bestandteile wurden dabei mit Hilfe eines Magnetrührers gelöst 
und bei 121 °C für 20 min autoklaviert. Hitzeempfindliche Lösungen wurden durch 
einen Einwegfilter mit 0,2 µm Porengröße (s. Anhang, Tabelle A2) steril filtriert. 
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2.2.3.1 Allgemeine Lösungen und Puffer 
Tabelle 2.5: Allgemeine Lösungen und Puffer 
 
Puffer/Lösungen Zusammensetzung                    Menge 
Ringerlösung (¼  stark) Ringertabletten 2 Stk. 
rH2O ad 1000  ml 
Verdünnungslösung ¼ starke Ringerlösung 900 ml 
10 % LM17-Medium  100 ml 
vor dem Gebrauch:          1 M CaCl2 1  ml 
CaCl2-Lösungen                             
(1 M / 100 mM / 40 mM) 
CaCl2 x 2H2O 14,7/1,47/ 0,59 g 
rH2O ad 100 ml 
Citratlösung C6H5Na3O7 x 2H2O 20 g 
rH2O ad 1000  ml 
pH 7,5 
TE-Puffer (10x konz.) 
(Sambrook & Russell, 
2001) 
10,0 mM Tris-HCl 100 ml 
1,0 mM EDTA 10 ml 
pH 8,0 
PBS-Puffer KCl 0,2 g 
KH2PO4 0,2 g 
Na2HPO4 1,15 g 
NaCl 8 g 
Glycin (10 %) Glycin 10 g 
rH2O  ad 100 ml 
Ethanol 70 % / 96 % unvergällt 
 
Tabelle 2.6: Lösungen und Puffer zur Phagen-DNA Extraktion 
 
Puffer/Lösung Zusammensetzung              Menge 
SM-Puffer (ohne Gelatine)              
(Sambrook & Russell, 
2001) 
 
NaCl 5,8 g 
MgSO4 x 7H2O 2 g 
1 M Tris-HCl (pH 7,5) 50 ml 
rH2O ad 1000 ml 
pH 7,5 
EDTA-Lösung EDTA 0,5 M 
pH 8,0 
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2.2.3.2 Nährmedien für L. lactis 
Tabelle 2.7: Nährmedien für L. lactis 
 
Medium/Lösung Zusammensetzung      Menge 
M17 - Medium (LM17/GM17) 
(Terzaghi & Sandine, 1975)        
Phytone-Peptone 5  g 
Poly-Peptone 5 g 
Yeast-Extrakt 2,5  g 
Beef-Extrakt 5  g 
Ascorbinsäure 0,5  g 
Lactose bzw. Glucose 5  g 
Na-β-Glycerophosphat 19  g 
MgSO4 x 7 H2O 0,25  g 
1 M CaCl2 1  ml 
rH2O ad 1000  ml 
 
M17 - Oberschicht-
Weichagar                               
Bacto-Agar 7,5 g 
Phytone-Peptone 5  g 
Poly-Peptone 5 g 
Yeast-Extrakt 2,5  g 
Beef-Extrakt 5  g 
Ascorbinsäure 0,5  g 
Na-ß-Glycerophosphat 19  g 
1 M MgSO4 1  ml 
rH2O ad 1000  ml 
 
M17 - Unterschichtagar* LM17/GM17-Medium 940 ml 
Agar-Agar 1,5 % 
Zuckerlösung (Lacto-
se/Glucose) 
60 ml 
 
Zuckerlösung für Unter-
schichtagar  
(Krusch et al., 1987) 
Lactose / Glucose 5 g 
1 M CaCl2 10 ml 
rH2O 50 ml 
* Die Zugabe von Lactose / Glucose erfolgte mit einer separat autoklavierten Lösung (siehe Zuckerlö-
sung für Unterschichtagar). 
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2.2.3.3 Nährmedien für Leuconostoc 
Tabelle 2.8: Nährmedien für Leuconostoc 
 
Medium/Lösung Zusammensetzung     Menge 
MRS-Medium  
(De Man et al., 1960) 
MRS Medium 52,2 g 
rH2O ad 1000  ml 
pH 5,7 
 
MRS-Unterschichtagar MRS Medium 52,2 g 
Agar-Agar 15 g 
rH2O ad 1000  ml 
pH 5,4 
 
MRS-Oberschicht-Weichagar MRS Medium 52,2 g 
Agar-Agar 7,5 g 
rH2O ad 1000  ml 
pH 5,4 
 
HGL-Milch* Magermilchpulver 100 g 
Glucose 10 g 
Yeast-Extrakt 3 g 
Kubel-Tiemanns-
Lackmuslösung 
25 ml 
rH2O ad 1000  ml 
*Die HGL-Milch wurde für 30 min bei 100 °C an drei aufeinanderfolgenden Tagen tyndallisiert. 
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2.2.3.4 Nährmedien für S. thermophilus 
Tabelle 2.9: Nährmedien für S. thermophilus 
 
Medium/Lösung Zusammensetzung      Menge 
thLM17  
(Krusch et al., 1987) 
Phytone-Peptone 5  g 
Poly-Peptone 5 g 
Yeast-Extrakt 2,5  g 
Beef-Extrakt 5  g 
Ascorbinsäure 0,5  g 
Lactose 8  g 
Na-β-Glycerophosphat 9,5  g 
MgSO4 x 7 H2O 0,25  g 
1 M CaCl2 1,2  ml 
rH2O ad 1000  ml 
 
thLM17 - Oberschicht-
Weichagar                               
Bacto-Agar 6 g 
Phytone-Peptone 2,4  g 
Poly-Peptone 2,4 g 
Yeast-Extrakt 2  g 
Beef-Extrakt 3,3  g 
Caseinhydrolysat 2,4 g 
Ascorbinsäure 0,4  g 
Na-ß-Glycerophosphat 12,7  g 
1 M MgSO4 1,3  ml 
entwässerte Ellikerbroth 16 g 
rH2O ad 1000  ml 
 
thLM17 - Unterschichtagar LM17/GM17-Medium 940 ml 
Agar-Agar 1,5 % 
Lactose 60 ml 
vor dem Gebrauch: 0,1 % Glycin 
 
Magermilch* Magermilchpulver 100 G 
rH2O 900 ml 
* Die Magermilch wurde für 30 min bei 100 °C an drei aufeinanderfolgenden Tagen tyndallisiert. 
 
2.2.4 Kultivierung der Stämme 
Die Anzucht der L. lactis und Leuconostoc Stämme erfolgte bei 30 °C in Nährmedien. 
Die Lactose-verwertenden L. lactis Stämme wurden in M17-Flüssigmedium unter 
Zugabe von Lactose (LM17), die Lactose-negativen Stämme in M17-Flüssigmedium 
unter Zusatz von Glucose (GM17) kultiviert (Tabelle 2.7). Die Anzucht der Leucono-
stoc Stämme erfolgte in MRS-Medium (Tabelle 2.8). Die thermophilen S. thermophi-
lus Stämme wurden im modifizierten M17-Medium speziell für thermophile Bakterien 
kultiviert und bei 37 °C inkubiert (Tabelle 2.9).  
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Der Einsatz der Bakterienstämme erfolgte ausschließlich als Tageskultur. Dazu wur-
den 5 ml des Flüssigmediums 2 %ig mit einer spätlogarithmischen Bakterienkultur 
(Über-Nacht-Kultur) beimpft und bis zu einer OD620 nm von 0,5 bei 30 °C bzw. 37 °C 
inkubiert.   
 
2.2.5 Langzeitlagerung der Stämme  
Die Dauerkulturen der L. lactis und S. thermophilus Stämme wurden in M17-Medium 
mit Zusatz von Glycerin hergestellt. Dazu wurden 850 µl der entsprechenden Über-
Nacht-Kultur mit 150 µl Glycerin (85 %) versetzt und bei -80 °C eingefroren. Die Leu-
conostoc Stämme wurden zuerst 2 %ig in Lackmusmilch überimpft, 3 h bei 30 °C 
bebrütet und anschließend in einem Kryoröhrchen bei -80 °C aufbewahrt.   
Die Lagerung der Phagenlysate erfolgte ebenfalls unter Zugabe von 10 %igen Glyce-
rin bei -80 °C. 
  
2.2.6 Phagennachweis und Titerbestimmung 
2.2.6.1 Aufarbeitung der Proben 
Um die Molkenpulverproben zu resuspendieren, wurde das Pulver mit unterschiedli-
cher Volumina Citratlösung versetzt. Aufgrund der heterogenen Löslichkeit der Mol-
kenpulverproben variierte das Verhältnis von Pulver zu Citratlösung zwischen 2:5 – 
1:10. Nach dem vollständigen Lösen des Pulvers mit Hilfe eines Magnetrührers wur-
den 30 ml der Lösung mit 900 µl einer 10 %igen Milchsäure versetzt und unter leich-
tem Schütteln 30 min angesäuert. Anschließend wurde die Lösung 20 min bei 4 °C 
und 12000 rpm zentrifugiert (Beckman Coulter J2-21 Zentrifuge; Rotor: JA-20) und 
der Überstand durch einen 0,45 µm Porenfilter (s. Anhang, Tabelle A2) steril filtriert.  
 
2.2.6.2 Spottest 
Mit dem Spottest erfolgte der Nachweis und die Identifizierung von Phagen in den 
Überständen der Molkenpulverlösungen. Dabei wurden 100 µl einer 40 mM CaCl2-
Lösung mit 300 µl der jeweiligen Bakterien-Tageskultur versetzt und mit 3 ml auf ca. 
50 °C temperierten Oberschicht-Weichagar vermischt (bei den S. thermophilus 
Stämmen wurden zusätzlich 0,1 % Glycin und 100 µl Magermilch hinzugefügt). An-
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schließend wurde der Ansatz auf einer M17- bzw. MRS-Unterschichtagarplatte aus-
gegossen und gleichmäßig verteilt. Nach ca. 2 min wurden 100 µl der sterilen Mol-
kenpulverlösung auf die Platte gespottet und anschließend für 16-20 h bei 30 °C (L. 
lactis und Leuconostoc Phagen) bzw. 37 °C (S. thermophilus Phagen) inkubiert.  
 
2.2.6.3 Plaquetest  
Der Plaquetest (Adams, 1959) wurde zur quantitativen Bestimmung der Phagen in 
Molkenpulver eingesetzt. Dabei wurde zuerst eine serielle Verdünnungsreihe erstellt, 
wobei im ersten Schritt stets 0,5 ml Molkenpulverlösung mit 4,5 ml Verdünnungslö-
sung versetzt und bis zur benötigten Verdünnungsstufe fortgeführt wurde. Anschlie-
ßend wurden 100 µl 40 mM CaCl2 mit je 100 µl jeder Verdünnungsstufe und 300 µl 
Bakterien-Tageskultur versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Nach einer 10-min Ad-
sorptionszeit wurden den Ansätzen je 3 ml des zuvor erhitzten Oberschicht-
Weichagar hinzugegeben und auf einer Unterschichtagarplatte ausplattiert. Bei dem 
Plaquetest für Leuconostoc Phagen wurden dem MRS-Unterschichtagar zusätzlich 
10 mM CaCl2 und dem MRS-Oberschicht-Weichagar 0,3 ml 100 mM CaCl2 hinzuge-
geben. Wurde der Plaquetest mit den S. thermophilus Phagen durchgeführt, so wur-
de der Oberschicht-Weichagar zusätzlich mit 0,1 ml Magermilch versetzt. Die Inkuba-
tion der Platten erfolgte für 16-20 h bei 30 °C (L. lactis und Leuconostoc Phagen) 
bzw. 37 °C (S. thermophilus Phagen). Anschließend konnten die Einzelplaques aus-
gezählt und so die Konzentration der Phagen als Plaque-bildende Einheiten (PbE) 
bestimmt werden. 
 
2.2.7 Phagenanzucht 
Um die Konzentration der Phagen zu erhöhen, wurden diese über die sog. lytische 
Anzucht vermehrt. Dazu wurden 100 µl 40 mM CaCl2 mit 100 µl Phagenlysat und 
250 µl des jeweiligen Wirtsstammes versetzt. Dabei kamen unverdünnte Lysate, aber 
auch Lysate bis zu einer Verdünnung von 10-7 zum Einsatz. Nach einer Adsorptions-
zeit von 10 min wurden 5 ml des entsprechenden Flüssignährmediums hinzugege-
ben und die Ansätze in einem Wasserbad bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert. Das 
Wachstum bzw. das Lyseverhalten der Bakterien und Phagen wurden alle 30 min mit 
Hilfe eines Photometers bei 620 nm dokumentiert. Ansätze mit optimaler Lyse (z.B. 
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Abfall der OD620 nm von 1,0 auf 0,1) wurden zusammengefügt und steril filtriert (0,45 
µm Porenfilter).  
 
2.2.8 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) der Phagen 
Die Elektronenmikroskopie wurde zur Visualisierung der Phagenmorphologie und 
zum Nachweis intakter Phagen in Lysaten eigesetzt. Um die TEM-Präparate herstel-
len zu können, wurde im ersten Schritt frisch gespaltene Glimmerplatten (Plano 
GmbH, Wetzlar) mit reiner Kohle mittels der Bedampfungsanlage BAL-TEC MED 020 
(Balzers, Lichtenstein) bedampft. Diese Glimmerplatten wurden anschließend in klei-
ne Stücke (ca. 3 x 3 mm) mittels einer Skalpellklinge geschnitten. Durch das Eintau-
chen der bedampften Glimmerplatte in einen 80 µl Tropfen Phagenlysat wurde der 
Kohlefilm von der Platte abgelöst. Während der 5-min Adsorptionszeit konnten die 
Phagen an dem Kohlefilm adsorbieren und wurden anschließend in zwei Tropfen 
rH2O gewaschen und in 80 µl 2 %iger Uranylacetatlösung (Agar Scientific, Stansted, 
England) an dem Kohlefilm fixiert. Das Uranylacetat diente der Negativkontrastierung 
des Präparats, wodurch die Phagen im TEM sichtbar gemacht wurden. Anschließend 
wurde der Kohlefilm mit einem 400-„mesh“ Kupfernetzchen (Plano GmbH, Wetzlar) 
aufgenommen und mittels Filterpapier das überschüssige Uranylacetat entfernt. 
Die Präparate wurden in einem Tecnai 10 Transmissionselektronenmikroskop (FEI 
Company, Eindhoven, Niederlande) bei 80 kV Beschleunigungsspannung analysiert. 
Die Erfassung der Phagenbilder erfolgte mittels einer CCD-Kamera (Megaview G2 
CCD-Kamera (SIS Olympus, Münster)) bei einer hohen Primärvergrößerung von bis 
zu 210.000x. Die Bearbeitung der Bilder fand mit der iTEM 5.2 TEM Imaging Platform 
Software (SIS Olympus, Münster) statt. 
 
2.2.9 Phagen-DNA-Isolierung aus Bakterienrasen mit konfluenter Lyse 
Fünf  Agar-Platten mit einem Bakterienrasen mit konfluenter Lyse wurden mit je 5 ml 
SM-Puffer benetzt und für 3 Stunden bei RT leicht geschüttelt. Anschließend wurde 
die Puffer-Phagen-Suspension von den Platten abgenommen, steril filtriert (0,45 µm 
Porenfilter) und zu je 1 ml in Reaktionsgefäße aliquotiert. Die Aliquots wurden bei 
14.000 rpm und 4 °C für 1 h zentrifugiert (Eppendorf 5417R; Rotor: FA 45-30-11) und 
die Pellets in insgesamt 1 ml M17-Bouillon, versetzt mit 10 % 40 mM CaCl2, resus-
pendiert. Anschließend wurden die Pellets mit je 2 µl DNase und RNase (10 mg/ml) 
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versetzt und bei 37 °C für 1 h inkubiert. Eine erneute Zentrifugation der Ansätze er-
folgte bei 14.000 rpm und 4 °C für 2 h (Eppendorf 5417R; Rotor: FA 45-30-11). Der 
Überstand wurde verworfen, die Pellets für 15 min bei RT stehen gelassen und 
schließlich in 500 µl TE-Puffer aufgenommen.  
Der DNA-Aufschluss erfolgte am folgenden Tag, indem das in TE-Puffer gelöste Pel-
let mit 50 µl 200 mM EDTA (pH 8), 1,3 µl Proteinase K (20 mg/ml) und 12,5 µl 20 % 
SDS versetzt und bei 37 °C für 3 h inkubiert wurde. Danach wurde die DNA auf RT 
runtergekühlt und durch Phenol- und Chloroform-Isoamylaklohol (24:1)-Extraktion 
von Zelltrümmern und Proteinen gereinigt. Dazu wurde die DNA mit 1 Volumen Phe-
nol versetzt, 30 x invertiert und bei 14.000 rpm für 5 min zentrifugiert (VWR, Galaxy 
14D). Nach Abnehmen der wässrigen Phase (oben) wurde die Phenolextraktion wie-
derholt. Der wässrige Überstand wurde mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol 
vermischt, 30 x inventiert und wie oben angegeben abzentrifugiert. Auch dieser 
Schritt wurde wiederholt. Der abgenommene Überstand wurde anschließend mit 1 
Volumen Isopropanol versetzt, die DNA eine Stunde bei -20 °C gefällt und bei 14.000 
rpm und 4 °C für 15 min abzentrifugiert (Eppendorf 5417R; Rotor: FA 45-30-11). Das 
so gewonnene Pellet wurde mit 1 Volumen 70 %igem Ethanol gewaschen, wie eben 
beschrieben abzentrifugiert und die DNA-Pellets in 10 µl TE-Puffer resuspendiert.  
 
2.2.10 Restriktionshydrolyse der DNA 
Für die Restriktionshydrolyse wurde die DNA mit 1 Unit eines geeigneten Restrikti-
onsenzyms und des entsprechenden Reaktionspuffers versetzt und bei 37 °C für drei 
Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Fragmente durch eine elektrophoreti-
sche Auftrennung in einem Agarosegel überprüft. 
 
2.2.11 Agarose-Gelelektrophorese  
Die elektrophoretische Auftrennung der Phagen-DNA-Fragmente wurde in 
0,8 %igem Agarosegel durchgeführt (Sambrook & Russell, 2001). Dabei wurde die 
Agarose 0,8 %ig in 1x TAE-Puffer aufgenommen, in einer Mikrowelle durch Aufko-
chen gelöst und anschließend als Agarose-Gel gegossen. Die DNA-Proben (10 µl) 
wurden mit 2 µl 6x Ladepuffer „Dye“ versetzt, auf das Gel aufgetragen und elektro-
phoretisch bei 95 V für 5 min und anschließend bei 75 V für 40 min getrennt. Als 
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Größenstandard (Marker) wurde λ-DNA, HindIII geschnitten (AppliChem GmbH, 
Darmstadt) aufgetragen. 
Die Visualisierung der DNA erfolgte, indem das Agarosegel 10 min in einem Ethidi-
umbromid-Bad (1 µg/ml) gefärbt und anschließend 15 min in rH2O entfärbt wurde. 
Die Dokumentation der Gele wurde mit der Biorad ChemiDoc™ XRS-Anlage, Soft-
ware: Quantity One™ 4.5.2 durchgeführt. 
 
Tabelle 2.10: Lösungen und Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese 
 
Medium/Lösung Zusammensetzung Menge 
TAE-Puffer (50x konz.)            
(Sambrook & Russell, 
2001) 
 
Tris-HCl 242 g 
Eisessig 57,1 ml 
0,5 M EDTA 100 ml 
rH2O ad 1000 ml 
pH 8 
DNA-Probenpuffer (-Dye-) 
(Sambrook & Russell, 
2001) 
Bromphenolblau  0,25 % 
Glycerin 33 % 
Agarosegel (0,8 % / 1,5 
%)* 
Agarose 0,8  / 1,5  g 
TAE-Puffer 100 ml 
* Das Agarosepulver wurde mit TAE-Puffer versetzt und durch das Aufkochen (ca. 3 min) in einer 
Mikrowelle (haushaltsüblich) gelöst, dabei immer wieder zwischendurch geschwenkt. 
 
2.2.12 Thermische Inaktivierung der Phagen 
Zur thermischen Inaktivierung der Phagen wurden 
hochtitrige Phagenlysate eingesetzt. Die Erhitzung er-
folgte dabei in speziellen Edelstahlröhrchen (Länge 
5 cm, Außendurchmesser 1 cm, Innenvolumen 1,5 ml) 
mit einem Schraubdeckel an jedem Ende, um einen 
blasen- und luftfreien Einschluss der Flüssigkeit zu ge-
währleisten (Abb. 2.1). Die Phagenlysate (0,1 ml) wur-
den in 1,4 ml dest. Wasser bzw. Magermilch (0,1 % 
Fett) suspendiert und in die Edelstahlröhrchen über-
führt. Diese wurden fest verschraubt und im Eiswasser 
bei 4 °C gekühlt. Die Erhitzung erfolgte im Wasserbad 
bei Temperaturen von 80 bis 97,5 °C und einer Heißhal-
tezeit von 1 bzw. 5 min. Dazu wurden die Röhrchen parallel in ein Wasserbad einge-
taucht, wo sie nach 1 min ‚Aufheizphase‘ dieselbe Temperatur wie das umgebende 
Abb. 2.1: Edelstahlröhrchen zur 
Phagenerhitzung. 
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Wasser erreichten. Nach 1 bzw. 5 weiteren Minuten ‚Heißhaltezeit‘ wurden die Röhr-
chen aus dem Wasserbad entnommen und sofort im Eisbad auf 4 °C gekühlt. Das 
erste Röhrchen (nach 1 min ‚Aufheizphase‘) diente als Anfangstiter, die Röhrchen 
nach 1 bzw. 5 min Erhitzung dienten zur Erfassung der Titerreduktion durch den 
Nachweis der aktiven Phagen im Suspensionsmedium. Für jeden Phagen wurde ei-
ne dreifache Bestimmung durchgeführt. Der Phagentiter wurde mittels Plaquetest 
bestimmt. Im Falle eines Phagennachweises wurde die Temperatur in 5 °C-Schritten 
erhöht und die thermische Inaktivierung mit unerhitzter Phagensuspension wieder-
holt. 
 
2.3 Ergebnisse 
2.3.1 Isolierung und Charakterisierung der Bakteriophagen 
Die Isolierung und Charakterisierung der Bakteriophagen aus den Molkenpulverpro-
ben wurde bereits in der Masterarbeit mit dem Titel „Nachweis und Typisierung von 
Bakteriophagen der Milchsäurebakterien in Molkenpulver und Molkenpulverformulie-
rungen“ (Wagner, 2012) durchgeführt. Insgesamt wurden 55 Phagen isoliert, darun-
ter 33 L. lactis, 13 Ln. pseudo-/mesenteroides und 9 S. thermophilus Phagen. Die 10 
Molkenpulverformulierungen, aus denen die Phagen isoliert wurden, wurden aus lo-
kalen Supermärkten bezogen, während die 13 reinen Molkenpulver ursprünglich von 
verschiedenen Molkereien und milchverarbeitenden Betrieben stammen. Die höchs-
ten Phagentiter in den Proben lagen im Bereich von 6 x 107 PbE/g für L. lactis Pha-
gen, 1 x 107 PbE/g für Ln. pseudo-/mesenteroides Phagen und 1 x 104 PbE/g für S. 
thermophilus Phagen. Die relevanten Charakteristika der Bakteriophagen sind in der 
Tabelle 2.11 dargestellt.  
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Tabelle 2.11: Charakteristika und Wirtsspektren der Phagen aus Molkenpulverproben. MF: Molken-
pulverformulierungen; MP: Molkenpulver 
 
 L. lactis ssp. Ln. pseudo- 
mesenteroides 
Ln. 
mesen. 
S. 
thermophilus lactis cremoris 
Q
u
e
ll
e
 
P
h
a
g
e
 
P
h
a
g
e
n
-
g
ru
p
p
e
 
B
u
2
-6
0
 
IL
 1
4
0
3
 
F
7
/2
 
3
8
6
 
2
6
3
 
W
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2
 
3
1
0
7
 
M
G
 1
6
 
5
5
4
 
C
a
4
1
 
B
M
2
 
1
1
1
 
C
0
0
8
 
1
5
2
1
 
M
o
z
1
2
 
S
2
3
 
4
3
2
3
 
4
3
2
7
 
7
1
 
MF1 P955 936 ● ● ● ●                
MF2 P956 936 ● ● ●                 
MF3 
P957 936 ● ●                  
P975 936      ● ●             
MF4 
P958 936 ● ● ● ●                
P989 936      ● ●             
P973 A1         ● ●          
P1011 cos               ●   ●  
MF5 P959 936 ● ● ●                 
MP1 
P951 P335     ● ● ●             
P994 P335      ● ●             
MP2 
P978 936 ● ● ● ●                
P976 936      ●              
P988 A1         ● ●          
P1010 cos                ●    
MP3 
P993 936 ● ●                  
P981 936      ● ●             
MP4  
P960 936 ● ● ● ●                
P985 936      ● ●             
P972 A1         ● ●          
P1012 cos               ●   ●  
MP5 
P961 936 ● ●  ●                
P977 936      ● ●             
P971 A1         ● ●          
P968 A2           ● ●        
P1013 cos               ●   ●  
MP6 
P963 936 ● ●                  
P986 936      ● ●             
P970 A1         ● ●          
P967 A2           ● ●        
P965 A2           ● ●        
P1014 cos               ●   ●  
MP7 
P962 936 ● ● ● ●                
P984 936      ● ●             
P969 A1         ● ●          
P966 A1/2         ● ● ● ●        
P964 A2           ● ●        
P974 B             ● ●      
P1009 cos               ●   ●  
MP8 
P979 936 ● ● ● ●                
P1005 936      ● ●             
MP9 
P980 936 ● ●  ●                
P982 936     ● ● ●             
P1016 cos                 ●   
MP10 
P1007 936 ● ● ● ●                
P1004 936      ● ●             
MP11 
P983 936 ● ●                  
P1006 936      ● ●             
P987 A1         ● ●          
P1008 cos               ●   ●  
MP12 
P990 936  ●                  
P992 936        ●            
MP13 
P991 936 ●                   
P1003 936     ● ● ●             
P1017 cos                   ● 
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Insgesamt wurden in allen 13 Molkenpulvern und in 5 Molkenpulverformulierungen 
Phagen nachgewiesen. Auffällig ist, dass Phagen gegen die L. lactis Wirtsstämme in 
allen Molkenpulverproben und in 5 der 10 Molkenpulverformulierungen detektiert 
wurden. Eine besonders hohe Phagenvielfalt wurde in der Molkenpulverprobe 7 fest-
gestellt, die sowohl Phagen gegen die mesophilen (L. lactis und Leuconostoc) als 
auch gegen die thermophilen (S. thermophilus) Bakterien enthielt (Tabelle 2.11). 
Dies war auch die einzige Probe, in der ein Ln. mesenteroides Phage nachgewiesen 
wurde. Phagen gegen alle drei Bakterienspezies wurden ebenfalls in der Molkenfor-
mulierung 4 und in den Molkenpulvern 2, 4, 5, 6 und 11 festgestellt.  
Die Zuordnung der Phagen zu den einzelnen Phagengruppen erfolgte mithilfe der 
PCR (hier nicht gezeigt, Wagner et al., 2017), während die Wirtsspektren der Phagen 
mittels Kreuzspottest ermittelt wurden. Wie der Tabelle 2.11 zu entnehmen ist, zeig-
ten die L. lactis Phagen klar abgegrenzte Wirtspektren der beiden L. lactis Subspe-
zies. Während 17 L. lactis Phagen lediglich die L. lactis ssp. lactis Stämme lysierten, 
konnten 16 L. lactis Phagen nur die L. lactis ssp. cremoris Stämme infizieren. Das 
Wirtspektrum der Leuconostoc Phagen werden in mehrere Spektren untereilt - Spek-
tren A1 und A2 für Ln. pseudomesenteroides und B1 und B2 für Ln. mesenteroides 
Phagen. Von den 12 in der Arbeit isolierten Ln. pseudomesenteroides Phagen zeig-
ten 7 Phagen das Spektrum A1, während 4 Phagen das Spektrum A2 aufwiesen. 
Lediglich ein Phage (P966) war in der Lage, Stämme beider Spektren zu lysieren. 
Der einzige Ln. mesenteroides Phage P974 zeigte dabei das Wirtsspektrum B1. Von 
den neun S. thermophilus Phagen konnten sechs Phagen zwei S. thermophilus 
Stämme (Moz12 und 4327) infizieren, während die übrigen drei Phagen lediglich den 
S. thermophilus Stamm lysieren konnten, der zu ihrer Isolierung diente.  
Zusätzlich zu der Bestimmung der Phagengruppe und der Wirtsspektren wurden die 
Phagenisolate mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Wie in der 
Abbildung 2.2 zu sehen, zeigte die Mehrzahl (31 von 33) der L. lactis Phagen die für 
die Siphoviridae Phagen typische Morphologie – isodiametrischer Kopf mit einem 
Durchmesser zwischen 53 nm (P993) und 60,2 (P963) nm und eine Schwanzlänge 
zwischen 136,7 nm (P1003) und 162,9 nm (P982). Lediglich der Phage P1005 unter-
schied sich mit einer Schwanzlänge von 181,4 nm deutlich von den übrigen L. lactis 
Phagen. Zwei der 33 L. lactis Phagen (P951 und P994) wurden sowohl mithilfe der 
PCR (nicht gezeigt) als auch morphologisch der P335 Phagengruppe zugeordnet. 
Diese Gruppe ist durch eine hohe Heterogenität gekennzeichnet, was sich auch für 
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diese beiden morphologisch sehr unterschiedlichen Phagen bestätigte. Während 
beide Phagen einen ähnlichen Kopfumfang (P994 – 60,4 nm und P951 – 58,3 nm) 
zeigten, unterschieden sie sich stark in der Schwanzlänge (P994 – 144,4 nm und 
P951 – 249,1 nm) sowie den Strukturen der Basisplatte bei dem Phagen P994 (Abb. 
2.2). 
 
 
Abb. 2.2: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der L. lactis Phagen isoliert aus ver-
schiedenen Molkenpulverformulierungen (MF) und Molkenpulvern (MP). L: L. lactis ssp. lactis; C: L. 
lactis ssp. cremoris. 
 
Die Morphologie der Leuconostoc Phagen ist in der Abbildung 2.3a für 8 der 13 Pha-
gen exemplarisch dargestellt. Alle Phagen wiesen einen für die Leuconostoc Phagen 
typischen Aufbau mit einem Kopfdurchmesser von ca. 55 nm und einer Schwanzlän-
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ge von ca. 140 nm auf. Die einzigen Unterschiede zeigten sich bei diesen Phagen in 
dem Aufbau der Basisplatten. Es wurden sowohl Phagen mit einem Kragen und 
ebenen Basisplatten des Typs IIa (P972 & P965), als auch Phagen mit „flauschigen“ 
Basisplattenstrukturen des Typs IIc detektiert (P966). Bei dem Ln. pseudomesente-
roides Phagen P968 wurden dagegen kugelförmige Basisplattenstrukturen detektiert 
werden, die bis dato lediglich bei Ln. mesenteroides Phagen beobachtet wurden.  
Die S. thermophilus Phagen (in der Abb. 2.3b für zwei repräsentative Phagen ge-
zeigt) zeigten ebenfalls eine einheitliche Morphologie mit einem Kopfdurchmesser 
zwischen 54-60 nm und einer Schwanzlänge von ca. 240 nm. 
 
Abb. 2.3: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Leuconostoc Phagen (a) und einer 
repräsentativen Auswahl der S. thermophilus Phagen (b) isoliert aus verschiedenen Molkenpulvern 
(MP). P: Ln. pseudomesenteroides; M: Ln. mesenteroides  
 
Um die biologische Diversität der L. lactis Phagen zu überprüfen, wurden von den 
meisten dieser Phagen (31) Restriktionsverdaus mittels Eco321 angefertigt. Die Ver-
daumuster sind in der Abbildung 2.4 gezeigt. Für den Großteil der Phagen konnten 
unterschiedliche Muster erzeugt werden. Selbst Phagen aus Proben (MP5 mit P961 
und P977 und MP6 mit P963 und P986), die vom gleichen milchverarbeitenden Be-
trieb, jedoch an verschiedenen Produktionstagen gesammelt wurden, zeigten deut-
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lich unterscheidbare Restriktionsmuster. Dagegen wurden bei zwei weiteren Proben 
(MP9 und MP10), die ebenfalls aus dem gleichen Betrieb bezogen wurden, identi-
sche Verdaumuster für die L. lactis ssp. lactis Phagen P980 (MP9) und P1007 
(MP10) und die L. lactis ssp. cremoris Phagen P982 (MP9) und P1004 (MP10) fest-
gestellt.  
 
Abb. 2.4: DNA-Restriktionsverdau (0.8 % Agarosegel) der 33 L. lactis Phagen isoliert aus 5 Molken-
pulverformulierungen (MF1-5) und aus 13 Molkenpulvern (MP1-13). M: Größenstandard λ/HindIII, 
Enzym: Eco321. 
 
2.3.2 Screening auf die Hitzestabilität der Phagen 
Das Thermoresistenzscreening wurde mit 32 L. lactis Phagen in UHT-Magermilch 
durchgeführt. Die Abbildung 2.5 zeigt die Titerreduktion der Phagen nach der Erhit-
zung bei 80 °C und einer Heißhaltezeit von (a) 1 bzw. (b) 5 min. Die Balken zeigen 
den Anfangstiter der Phagen nach 1 min Aufheizphase und den Endtiter nach der 
Erhitzung. Die Detektionsgrenze lag bei 100 PbE/ml.  
Drei der 32 Phagen (P951, P994 und P1003) wurden bereits nach 1 min Erhitzung 
bei 80 °C komplett inaktiviert. Eine Verlängerung der Heißhaltezeit auf 5 min führte 
zur Titerreduktion eines weiteren Phagen, P985, auf unter 101 PbE/ml. Die restlichen 
Phagen, die nach der Erhitzung bei 80 °C immer noch aktiv waren, wurden anschlie-
ßend einer thermischen Behandlung bei höheren Temperaturen unterzogen (siehe 
Tabelle 2.11). Zehn der 32 L. lactis Phagen waren noch in der Lage, nach einer Er-
hitzung bei 85 °C und einer Heißhaltezeit von 5 min Plaques zu bilden. Eine Steige-
rung der Temperatur auf 90 °C führte nach einer 5-min Erhitzung zur Inaktivierung 
weiterer fünf Phagen. Von den übrigen fünf Phagen hatten vier Phagen (P956, P963, 
P983, P959) eine Temperatur von 95 °C für 5 min mit einer Titerreduktion zwischen 
2,3 bis 3 log-Stufen überstanden (Tabelle 2.12).  
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Abb. 2.5: Inaktivierung der 32 L. lactis Phagen nach 1-min (A) und 5-min (B) Hitzebehandlung in Milch 
bei 80 °C. 
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Tabelle 2.12: Thermische Inaktivierung der L. lactis Phagen bei unterschiedlichen Temperaturen und einer Heißhaltezeit von 1 und 5 min. 
Phage unerhitzt 1 min 5 min 
  80 °C 85 °C 90 °C 95 °C 99 °C 80 °C 85 °C 90 °C 95 °C 99 °C 
P979 2,4 x 10
7
 1,2 x 10
4
 -
 
   2,0 x 10
2
 -    
P1007 4,8 x 10
7
 2,7 x 10
4
 -    4,4 x 10
1
 -    
P978 3,8 x 10
7 
4,1 x 10
4
 -    1,5 x 10
2
 -    
P980 1,9 x 10
8
 3,6 x 10
5
 -    1,5 x 10
4
 -    
P960 1,0 x 10
8
 4,5 x 10
5 
-    3,4 x 10
4 
-    
P961 7,5 x 10
7
 3,0 x 10
6
 1,3 x 10
4 
-   1,2 x 10
6
 4,3 x 10
3
 -   
P963 2,8 x 10
8
 8,3 x 10
6
 5,2 x 10
6
 6,6 x 10
5
 2,2 x 10
5
 - 4,0 x 10
6
 7,3 x 10
5
 3,0 x 10
5
 1,0 x 10
5
 - 
P983 9,3 x 10
7 
7,8 x 10
6
 3,2 x 10
6
 1,6 x 10
6
 9,7 x 10
5
 - 3,3 x 10
6
 8,6 x 10
5
 5,2 x 10
5
 1,3 x 10
5
 - 
P991 1,4 x 10
7
 5,3 x 10
5
 6,8 x 10
2
 -   1,6 x 10
5
 -    
P993 9,8 x 10
6 
3,5 x 10
5
 1,6 x 10
4
 -   2,4 x 10
5
 1,7 x 10
3
 -   
P962 2,4 x 10
7
 2,9 x 10
6
 2,5 x 10
5
 -   1,3 x 10
6
 -    
P955 4,5 x 10
7
 5,5 x 10
6 
-    2,0 x 10
6 
-    
P956 6,6 x 10
7
 3,6 x 10
6
 3,0 x 10
6
 2,0 x 10
6
 1,6 x 10
6
 - 1,0 x 10
7
 4,3 x 10
6
 1,2 x 10
6
 4,5 x 10
5
 - 
P957 3,6 x 10
7
 6,4 x 10
6 
3,0 x 10
6
 1,1 x 10
6
 1,6 x 10
5
 - 3,4 x 10
6 
7,1 x 10
5
 1,7 x 10
5
 -  
P958 7,2 x 10
7
 1,4 x 10
5
 -    2,0 x 10
1
 -    
P959 2,7 x 10
7
 1,0 x 10
7
 6,3 x 10
6
 1,2 x 10
6
 4,1 x 10
5
 - 5,4 x 10
6
 9,2 x 10
5
 5,4 x 10
5
 2,6 x 10
4
 - 
P990 1,2 x 10
6
 1,3 x 10
5
 -    2,4 x 10
4
 -    
P992 9,4 x 10
5
 6,1 x 10
2
 -    5,4 x 10
1
     
P951 5,0 x 10
6
 -     -     
P975 2,5 x 10
5
 4,6 x 10
4
 1,4 x 10
4
 -   1,9 x 10
4
 2,8 x 10
2
 -   
P976 4,3 x 10
5
 1,2 x 10
5
 2,7 x 10
3
 -   7,0 x 10
4
 2,0 x 10
2
 -   
P977 5,4 x 10
6
 7,5 x 10
5
 4,0 x 10
1
 -   3,6 x 10
5
 -    
P981 3,1 x 10
6
 5,3 x 10
4
 2,7 x 10
2
 -   6,4 x 10
3
 -    
P982 6,8 x 10
7
 3,2 x 10
4
 -    4,9 x 10
2
 -    
P984 9,8 x 10
6
 2,1 x 10
5
 -    3,3 x 10
3
 -    
P985 1,8 x 10
5
 1,1 x 10
4
 -    2,7 x 10
0
 -    
P986 3,5 x 10
5
 1,2 x 10
4
 1,4 x 10
2
 -   3,1 x 10
3
 -    
P989 1,8 x 10
6
 3,6 x 10
4
 -    4,9 x 10
4
 -    
P994 6,5 x 10
6
 -     -     
P1003 4,9 x 10
6
 -     -     
P1004 4,7 x 10
7
 9,7 x 10
5
 -    1,6 x 10
5
 -    
P1006 2,3 x 10
6
 4,8 x 10
5
 2,7 x 10
4
 -   2,8 x 10
5
 7,6 x 10
3
 -   
            2 Thermische Resistenz der Phagen aus Molkenpulver 
36 
 
2.3.3 Inaktivierungskinetik der thermostabilen Bakteriophagen 
Zur Bestimmung der Inaktivierungskinetik wurde der thermostabilste L. lactis Phage 
P956 ausgewählt. Um den Einfluss des Umgebungsmediums während der Erhitzung 
zu untersuchen, wurde der Phage bei unterschiedlichen Temperaturen für bis zu 90 
min in Magermilch und dest. Wasser erhitzt. Wie der Abbildung 2.6A zu entnehmen 
ist, konnte der Phage P956 eine thermische Behandlung in Milch bei 90 °C für 40 
min überstehen. Selbst nach einer Erhitzung bei 95 °C für 20 min bzw. 97,3 °C für 10 
min konnte der Phage immer noch Plaques bilden. 
Eine höhere thermische Sensitivität zeigte der Phage P956 im Wasser, wie anhand 
der Inaktivierungskurven in der Abbildung 2.6B zu sehen ist. Während der Titer des 
Phagen P956 in der Milch nach einer 90-min Erhitzung bei 80 °C um 2,3 log-Stufen 
gesunken war, war er bei gleicher Temperatur im Wasser bereits nach 40 min nicht 
mehr nachweisbar. Eine thermische Behandlung bei 90 °C führte bereits nach 5 min 
zu einer kompletten Inaktivierung im Wasser.   
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Abb. 2.6: Thermische Inaktivierung des L. lactis Phagen P956 in Milch (A) bei 80 °C (●), 90 °C (  ), 
95 °C (■), 97.3 °C (○) und Wasser (B) bei 70 °C (●), 75 °C (○), 80 °C (▼), 90 °C (Δ). N*: Phagentiter 
vor der Erhitzung ( ). N0: Anfangsphagentiter nach der Aufheizphase von 1 Minute. Nachweisgrenze 
der Phagen: 10
1
 PbE/ml.  
 
2.3.4 Restriktionshydrolyse der thermostabilsten Phagen 
Die DNA-Restriktionsprofile der fünf thermoresistentesten Phagen (P963, P959, 
P956, P957 und P983) wurden mittels Eco321 und PvuII angefertigt. Damit sollte die 
Heterogenität der Phagen untereinander sowie zu den beiden bekannten extrem-
thermoresistenten Phagen P680 und P1532 überprüft werden. Die Abbildung 2.7 
zeigt, dass sich die DNA-Restriktionsmuster der neuisolierten Phagen deutlich von 
den Profilen der Phagen P680 und P1532 unterscheiden. Auch untereinander zeigen 
die meisten Phagen einen heterogenen Restriktionsverdau. Lediglich zwei Phagen 
(P963 und P983) zeigten nach dem Verdau mit Eco321 identische Muster.  
B 
 N0 
     N* 
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Abb. 2.7: DNA-Restriktionsverdaus der 5 Phagen aus Molkenpulver (P963, P959, P956, P957 und 
P983) sowie der beiden hitzeresistentesten bereits beschriebenen Vertreter der Laktokokken Phagen 
P680 und P1532 (Atamer et al., 2009). Die DNA wurde mit Eco321 (A) und PvuII (B) geschnitten. Als 
Größenreferenz wurde HindIII-geschnittene DNA des Phagen Lambda verwendet. 
 
2.3.5 Langzeitlagerung der L. lactis Phagen 
Die Stabilität der Phagen im trockenen Molkenpulver wurde über einen Zeitraum von 
vier Jahren untersucht. Die Lagerung der Molkenpulver erfolgte dabei bei 4 °C. Die 
Molkenpulverformulierungen wurden, wie vom Hersteller empfohlen, bei Raumtem-
peratur aufbewahrt. Wie in der Abbildung 2.8 zu sehen ist, hatte keine signifikante 
Phagentiterreduktion in den meisten Molkenpulverproben stattgefunden. Lediglich 
die Phagen in zwei Molkenpulverproben (MP1 und MP12) waren bereits nach einem 
Jahr Lagerung nicht mehr nachweisbar, jedoch hatten diese Proben einen ver-
gleichsweise niedrigen Ausgangstiter von unter 102 PbE/ml. Auffällig ist, dass Pha-
gen aus 11 Molkenpulvern, jedoch aus nur einer Molkenpulverformulierung die vier-
jährige Lagerung überstanden haben. Phagen in zwei Molkenpulverformulierungen 
(MF1 und MF5) waren bereits nach einem Jahr Lagerung nicht mehr nachweisbar, 
wobei hier ebenfalls sehr niedrige Anfangstiter von 102 PbE/ml (MF5) und 103 
PbE/ml (MF1) vorlagen. Phagen in zwei weiteren Mokenpulverformulierungen konn-
ten nach weiteren zwei (MF3) bzw. drei (MF2) Jahren Lagerung nicht mehr nachge-
wiesen werden (s. Abb. 2.8).  
 
A B 
            2 Thermische Resistenz der Phagen aus Molkenpulver 
39 
 
M
F1
M
F2
M
F3
M
F4
M
F5
M
P
1
M
P
2
M
P
3
M
P
4
M
P
5
M
P
6
M
P
7
M
P
8
M
P
9
M
P
10
M
P
11
M
P
12
M
P
13
P
h
a
g
e
n
ti
te
r 
(P
b
E
 g
-1
)
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
01.2012 
01.2013 
01.2014 
01.2015 
01.2016 
 
Abb. 2.8: Lagerungsstabilität der L. lactis Phagen aus unterschiedlichen Molkenpulverformulierungen 
(MF) und Molkenpulver (MP). Die Pulver wurden 48 Monate bei Raumtemperatur (MF) oder 4 °C (MP) 
gelagert. Der Phagentiter wurde ab dem Jahr 2012 einmal jährlich im Januar bestimmt. 
 
 
2.4 Diskussion 
Die Herstellung von Molkenpulver wird in den milchverarbeitenden Betrieben meist 
aus Molken aus verschiedenen Produktionsprozessen mit unterschiedlichen Starter-
kulturen hergestellt. Die Vielzahl und vor allem die biologische Vielfalt der isolierten 
Bakteriophagen ist somit nicht verwunderlich, da die Indikatorstämme, die zur Isolie-
rung der Phagen eingesetzt wurden, ebenfalls ursprünglich aus verschiedenen Star-
terkulturen isoliert wurden. Dennoch ist die Anwesenheit von Phagen in Titern von 
bis zu 6 x 107 PbE/g Molkenpulver sehr kritisch für industrielle Fermentationen, in 
denen Molkenpulver dem Prozess zugesetzt wird. Zudem kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass auch Phagen anderer Bakterienspezies (z. B. Lactobacilli) in den Mol-
kenpulvern enthalten sein können. Atamer et al. (2009) hatten gezeigt, dass Molke 
aus verschiedenen Molkereien mit Phagenkonzentrationen von 106 - 109 PbE/ml 
Molke belastet sein kann. Da die Molke jedoch ungefähr 94 % Wasser enthält 
(Schuck et al., 2004), ist von einer signifikanten Phageninaktivierung während der 
Sprühtrocknung auszugehen. Dennoch zeigen die hohen Phagentiter in Molkenpul-
vern, dass diese Inaktivierung nicht ausreichend ist, um eine sichere Fermentation 
mit Zusatz von Molkenpulver zu gewährleisten. 
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In dem Thermoresistenzscreening zeigte sich die Mehrheit der L. lactis Phagen resis-
tent gegenüber einer Erhitzung bei 80 °C für 5 min. Vier (P956, P963, P983, P959) 
der 32 Phagen haben sogar eine bemerkenswert hohe Thermoresistenz gezeigt, in-
dem diese selbst nach einer thermischen Behandlung bei 95 °C für 5 min immer 
noch Plaques bilden konnten. Diese Phagen gehören zu der L. lactis 936 Phagen-
gruppe, in der die meisten hitzeresistenten Phagen zu finden sind, die aus Milch oder 
Milchprodukten isoliert worden sind (Atamer & Hinrichs, 2010; Atamer et al., 2009). 
Vergleichbare Hitzeresistenz der L. lactis Phagen wurde bereits in der Studie von 
Atamer et al., (2009) beschrieben, in der vier der 56 L. lactis Phagen (P680, P1532, 
P656 und P4565), die aus unterschiedlichen Milchprodukten isoliert wurden, Tempe-
raturen von 90 °C für 5 min überstehen konnten. Die damals isolierten L. lactis Pha-
gen P680 und P1532 werden noch heute als die hitzeresistentesten Vertreter der 
L. lactis Phagen eingestuft, da sie in der Lage sind, Temperaturen von 95 bzw. 97 °C 
für 5 min zu überstehen (Atamer et al., 2009). Überraschenderweise konnte der in 
dieser Arbeit näher charakterisierte Phage P956 ebenfalls eine Erhitzung bei 97 °C 
überstehen – dies jedoch für 10 min. Damit ist dieser Phage hitzeresistenter einzu-
stufen als die Phagen P680 und P1532.  
Der Vergleich der Inaktivierungskinetik in den beiden Medien Wasser und Milch zeig-
te deutlich, dass die Inaktivierung des Phagen P956 bemerkenswert schneller im 
Wasser als in der Milch erfolgte. Damit übereinstimmen die Ergebnisse dieser Studie 
mit einer Vielzahl früherer Publikationen, die eine protektive Wirkung der Milch auf 
die Inaktivierung der Phagen gezeigt haben (Atamer et al., 2011; 2010; Müller-
Merbach et al., 2005b; Quiberoni et al., 2003; Moroni et al., 2002; Suárez & Rein-
heimer, 2002).  
Die Untersuchungen zur Lagerungsstabilität der Phagen im Verlauf von vier Jahren 
zeigten, dass keine signifikante Titerreduktion bei den meisten Phagen aus Molken-
pulver stattgefunden hat. Bei den Phagen aus Molkenpulverformulierungen war da-
gegen lediglich eine Probe dabei, in der auch nach 4 Jahren aktive Phagen nachge-
wiesen werden konnten. Während die reinen Molkenpulver bei 4 °C gelagert wurden, 
wurden die Molkenpulverformulierungen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Allerdings 
ist der Unterschied zwischen den Molkenpulvern und Molkenpulverformulierungen 
wahrscheinlich weniger auf die Lagerungstemperatur zurückzuführen, sondern viel-
mehr auf die verschiedenen Zusätze in den Molkenpulverformulierungen. Dafür wür-
de auch eine vergleichsweise hohe Stabilität der Phagen in Molkenpulverformulie-
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rungen 2 und 4 sprechen. Außerdem hatte bereits Chopin (1980) berichtet, dass kei-
ne Titerreduktion bei den L. lactis Phagen in Milchpulver während einer 9-monatigen 
Lagerung bei Raumtemperatur beobachtet werden konnte. Scheinbar stellt das tro-
ckene Molkenpulver ein optimales Umgebungsmilieu für eine Vielzahl von Phagen 
dar, in dem diese über lange Zeiträume gelagert werden könnten. Dies ist besonders 
für die Molkereien, die das Molkenpulver fermentierten Produkten zusetzen, sehr 
problematisch. Im Bereich der Phagentherapie bringt jedoch die hohe Titerstabilität 
der Phagen auch viele Vorteile mit sich (Choinska-Pulit et al., 2015; Vandenheuvel et 
al., 2015). Zur Behandlung von Lungeninfektionen könnten z.B. Phagen im trockenen 
Pulver eingesetzt werden (Golshahi et al, 2010; Vandenheuvel et al, 2013, 2015). 
Tang et al. (2015) hatten vorgeschlagen, die Phagen im Trockenpulver zu verkapseln 
und durch orale Verabreichung diese dem Organismus zuzuführen.  
Die Vielzahl der isolierten Phagen aus den Molkenpulvern und Molkenpulverformulie-
rungen zeigt deutlich, dass nicht nur die „harschen“ Bedingungen während der Pul-
verherstellung, sondern auch die niedrige Wasseraktivität (ca. 4 %) und der hohe 
osmotische Druck (Jelen, 2002) keine kritische Hürde für das Überleben der Phagen 
darstellen. 
 
2.5 Schlussfolgerungen  
Die Annahme, dass die Phagen aus dem sprühgetrockneten Pulver eine höhere Hit-
zebeständigkeit aufweisen als Phagen aus flüssigen Milchprodukten, wird in dieser 
Arbeit bestätigt. Achtundachtzig Prozent der untersuchten L. lactis Phagen waren in 
der Lage, eine Erhitzung bei 80 °C für 5 min zu überstehen und wurden somit als 
thermoresistent eingestuft. Die hohe Resistenz der meisten L. lactis Phagen zeigt 
erneut, dass die üblichen in der Milchindustrie eingesetzten Pausteurisierungsbedin-
gungen bei weitem nicht ausreichend sind, um die Mehrheit der Phagen aus dem 
Molkenpulver zu inaktivieren. Darüber hinaus zeigt die hohe Konzentration an Pha-
gen, die in den Molkenpulverproben nachgewiesen wurden sowie die bemerkenswer-
te Langzeitstabilität der Phagen während der vierjährigen Lagerung, ein deutliches 
Problem der Wiederverwendung von Molkenpulver in der Milchindustrie.   
   
 
  
 
 
Kapitel 3 
 
Thermische Stabilität von L. lactis Bakterio-
phagen in Rohmilch bei Erhitzung in einer     
Pilot-Pasteurisierungsanlage 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das nachfolgende Kapitel wurde bereits zur Veröffentlichung eingereicht: 
 
Wagner, N., Matzen, S., Neve, H., Franz, C. M. A. P., Heller, K. J. & Hammer, P. (2017). Extreme 
thermal stability of Lactococcus lactis bacteriophages: evaluation of phage inactivation in a pilot-plant 
pasteurizer. LWT – Food Science and Technology, under revision. 
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3.1 Einleitung 
Rohmilch wird als eine primäre Quelle für den Eintrag von Bakteriophagen in die 
Molkereien und damit in den Herstellungsprozess fermentierter Milchprodukte disku-
tiert (Madera et al., 2004; McIntyre et al., 1991). Sie wird meist direkt bei dem Melk-
prozess mit Phagen infiziert und kann von dort aus den gesamten Betrieb (Molkerei-
en und milchverarbeitende Betriebe) verunreinigen. Um das Phagenproblem zu be-
seitigen, wird häufig die thermische Behandlung der Milch herangezogen. Sie gehört 
zu den meist erforschten Methoden der Phageninaktivierung (Atamer et al., 2010; 
Tamime, 2002). Dabei spielen vor allem Phagen der L. lactis Bakterienspezies eine 
wichtige Rolle. Dies liegt hauptsächlich daran, dass L. lactis Stämme den Hauptteil 
der mesophilen Starterkulturen in den meisten fermentierten Milchprodukten darstel-
len (Marcó et al., 2012). Demzufolge zählen Phagen dieser Bakterienspezies zu den 
am weitesten verbreiteten Phagen der Milchsäurebakterien.  
Die thermische Inaktivierung der Bakteriophagen war in der Vergangenheit häufig 
Gegenstand vieler Untersuchungen (Murphy et al., 2014; Capra et al., 2013; Atamer 
et al., 2011; 2010; 2009; Guglielmotti et al., 2011; Marvig et al., 2011; Müller-
Merbach et al., 2005a, 2005b; Madera et al., 2004; Quiberoni et al., 2003). Dabei 
spielten neben L. lactis Phagen, vor allem Phagen der Leuconostoc, Lactobacillus 
oder Streptococcus Bakterienspezies eine große Rolle - jedoch mit einer hohen    
Varianz in der Thermostabilität der Phagen. Die bis dato höchste Hitzeresistenz wur-
de bei den Phagen der L. lactis Phagengruppe 936 beobachtet. Atamer et al. (2009) 
hatten eine bemerkenswert hohe thermische Resistenz für die zwei L. lactis Phagen 
P680 und P1532 festgestellt, die aus Milchprodukten isoliert wurden. Beide waren in 
der Lage Temperaturen von über 90 °C für mehrere Minuten zu überstehen.  
Die meisten Studien zur Hitzeinaktivierung der Bakteriophagen werden dabei unter 
Laborbedingungen entweder in Edelstahlröhrchen (Volumen 1,5 ml) (Capra et al., 
2013; Atamer et al., 2011; 2009; Marvig et al., 2011; Müller-Merbach et al., 2005b) 
oder in dünnwandigen Borosilikat-Glassröhrchen (Capra et al., 2013) in einem Was-
serbad durchgeführt. Ebenfalls finden sich Studien, in denen die Thermostabilität der 
Phagen durch die Erhitzung in einem Thermoblock getestet wurde (Murphy et al., 
2014). Die Erhitzung der Phagen unter solchen Laborbedingungen spiegeln jedoch 
nicht die Pasteurisierungsbedingungen wieder, die in der Industrie angewendet wer-
den. Untersuchungen zur thermischen Stabilität der Phagen unter praxisrelevanten 
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Bedingungen sind dagegen nur selten zu finden. Madera et al. (2004) hatten Versu-
che zur Phageninaktivierung in einem Plattenwärmetauscher durchgeführt und die 
Ergebnisse mit der Erhitzung in einem Wasserbad verglichen. Dabei konnten die  
Autoren eine deutlich effizientere Inaktivierung der Phagen nach der Pasteurisierung 
in dem Plattenwärmeaustauscher beobachten.  
Somit war die Zielsetzung der nachfolgenden Untersuchung, die thermische Inakti-
vierung der L. lactis Phagen in Rohmilch in einer Pilot-Pasteurisierungsanlage (PPA) 
zu untersuchen und dadurch möglichst praxisnahe bzw. praxisrelevante Bedingun-
gen zu schaffen. L. lactis Phagen mit der höchsten thermischen Stabilität, P680, 
P1532 (936 Gruppe) und P635 (c2 Gruppe) sowie der thermosensitive Referenzpha-
ge P008 (936 Gruppe) wurden in die Untersuchung miteinbezogen. Die Untersu-
chung sollte Aufschluss darüber liefern, ob sich die Phageninaktivierung in der Pilot-
Pasteurisierungsanlage von der Inaktivierung unter den Laborbedingungen unter-
scheidet. Darüber hinaus sollten D- und z-Werte als kinetische Parameter der Pha-
geninaktivierung ermittelt werden. 
 
3.2 Material und Methoden  
3.2.1 Bakteriophagen und Bakterienstämme 
Die in der Arbeit verwendeten Bakteriophagen mit den dazugehörigen Wirtsstämmen 
sind in der Tabelle 3.1 dargestellt. Die TEM-Aufnahmen dieser Phagen sind der Ab-
bildung 3.1 zu entnehmen. 
 
Tabelle 3.1: Verwendeten Bakteriophagen und Bakterienstämme 
 
Phage Wirtstamm Kopf Schwanz Quelle 
P008 F7/2 isodiametrisch, 55 nm 160 nm Müller-Merbach et al., 2005b 
P680 F7/2 isodiametrisch, 55 nm 160 nm Atamer et al., 2009 
P1532 F7/2 isodiametrisch, 55 nm 160 nm Atamer et al., 2009 
P635 11.1Lc10 prolat, 60x45 nm 140 nm Atamer et al., 2009 
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Abb. 3.1: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Phagen P008 (a), P680 (b), P1532 
(c) und P635 (d). 
 
Methoden der Anzucht der Wirtsbakterien und des Phagennachweises sind in Kap. 2 
beschrieben. 
 
3.2.2 Phagenanreicherung für den Cäsiumchlorid-Gradienten 
Für die Anreicherung der Phagen über den CsCl-Gradienten wurden die Phagen wie 
im Abschnitt 2.2.7 beschrieben angezüchtet. Die eingesetzten Lysat- und Kulturkon-
zentrationen wurden dabei auf 1 Liter hochgerechnet.  
Das Phagenlysat (1 l) wurde im ersten Schritt mit je 300 µl DNase und RNase (10 
mg/ml) versetzt und bei 37 °C für 1 h inkubiert. Dabei wurde die freie DNA und RNA 
der lysierten Bakterien abgebaut. Anschließend wurde dem Lysat 1 M NaCl hinzuge-
setzt und mittels eines Magnetrührers sanft gelöst. Dadurch wurden die Zelltrümmer 
von den Phagenpartikeln abgegrenzt und daraufhin durch Zentrifugation bei 4 °C und 
7000 rpm (Beckman Coulter J2-21 Zentrifuge; Rotor: JA-10) für 10 min aus dem 
Phagenlysat entfernt. Der Überstand wurde 10 %ig mit PEG 6000 versetzt, sanft ge-
löst und über Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Dabei erfolgte die Fällung der Phagen, 
die am nächsten Tag bei 4 °C und 8000 rpm für 20 min abzentrifugiert wurden 
(Beckman Coulter J2-21 Zentrifuge; Rotor: JA-10). Die Phagenpellets wurden an-
            3 Thermische Resistenz der Phagen in PPA 
46 
 
schließend in 3 ml SM-Puffer resuspendiert und auf den geschichteten CsCl-
Gradienten aufgetragen. 
 
3.2.3 Cäsiumchlorid-Gradient  
Für den CsCl-Gradienten (Sambrook & Russell, 2001) 
wurden CsCl-Lösungen (Tabelle 3.2) in einem Zentrifu-
genröhrchen wie folgt aufgebaut: 1 ml CsCl-Lösung mit 
einer Dichte von δ = 1,7; 1 ml CsCl-Lösung δ = 1,5; 2 ml 
CsCl-Lösung δ = 1,45; 2 ml CsCl-Lösung δ = 1,4; 4 ml 
CsCl-Lösung δ = 1,3; 2 ml CsCl-Lösung δ = 1,2 (Abb. 3.2). 
 
 
  
 
 
Anschließend wurde der CsCl-Gradient mit 5 - 6 ml des Phagenlysats überschichtet 
und bei 10 °C und 25000 rpm (Optima™ L-90K; Rotor: SW32.1Ti) für 20 h zentrifu-
giert. Die Phagen reicherten sich dabei bei einer Dichte von 1,4 – 1,45 im Gradienten 
an und konnten visuell in Form einer bläulichen Bande erfasst werden. Mittels einer 
Kanüle und Spritze (s. Anhang, Tabelle A2) konnte die Bande anschließend abgezo-
gen und der Phagentiter mit Hilfe eines Plaquetests (s. Kap. 2.2.6.3) bestimmt wer-
den. 
 
Tabelle 3.2: Lösungen und Puffer zur Herstellung des CsCl-Gradienten 
 
 
 
CsCl-Dichte (δ) CsCl (g) SM-Puffer (g) Endvolumen 
(ml) 
1,2 8,72  
  
ad 
39  
 
je 30 
1,3 13,10 42 
1,4 17,45 45 
1,45 19,63 46,5 
1,5 21,80 48 
1,7 30,50 54 
a b 
Abb. 3.2: (a) Schematische Darstellung eines aufgebauten CsCl-
Gradienten und (b) Aufnahme eines zentrifugierten CsCl-Gradienten 
mit der Phagenbande (roter Pfeil). 
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3.2.4 Pilot-Pasteurisierungsanlage 
Die Pilot-Pasteurisierungsanlage ist eine Anlage zur Pasteurisierung von Milch und 
wurde für Versuche unter praxisnahen Bedingungen konzipiert (Hammer et al., 2002; 
Peng et al., 2013). Die Anlage arbeitet im kontinuierlichen Durchfluss und besteht 
aus drei Abteilungen: Erhitzer, Heißhalter und Kühler (Abb. 3.3).  
 
Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Pilot-Pasteurisierungsanlage. 
 
Bei Eintritt der Milch in die Anlage wird zuerst der Erhitzer passiert. Dabei handelt es 
sich um einen Wärmeüberträger mit 25 Platten, in dem die beiden wärmeaustau-
schenden Flüssigkeiten in zwei parallelen Fließwegen je sechs Schläge durchlaufen 
müssen. Als Erhitzungsmedium wird heißes Wasser verwendet, welches durch 
Dampf aufgeheizt wird und sich im kontinuierlichen Kreislauf befindet.  
Nach Passieren des Erhitzers gelangt die Flüssigkeit zu dem Heißhalter. Der Heiß-
halter ist ein spiralförmiges Rohr mit einem Volumen von 140,5 ml, einem Innen-
durchmesser von 7 mm und einer Länge von 3,5 m. Mit dem Heißhalter können 
Heißhaltezeiten zwischen 10 und >40 s gefahren werden. Dies geschieht über die 
Einstellung des Volumenstroms, indem der Gegendruck in der Anlage, die sog.    
Grobeinstellung und die Pumpleistung, die sog. Feineinstellung, verändert werden. 
Bei den Heißhaltezeiten handelt es sich um Durchschnittswerte, da die tatsächliche 
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Verweilzeit eines Partikels in der Anlage immer einer Streuung unterliegt, welche bei 
dem hier beschriebenen Heißhalter bei ca. 13 % liegt. Um die durchschnittliche 
Heißhaltezeit berechnen zu können wird folgende Gleichung verwendet (Hammer et 
al., 2002): 
 
𝐻𝑒𝑖ßℎ𝑎𝑙𝑡𝑒𝑧𝑒𝑖𝑡 (𝑠) =
𝐻𝑒𝑖ßℎ𝑎𝑙𝑡𝑒𝑟𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛(𝑙) × 3600
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑠𝑡𝑟𝑜𝑚 (𝑙/ℎ)
 
 
Nach dem Verlassen des Heißhalters gelangt die Flüssigkeit zu der zweiten Wär-
meaustauschsektion, dem Kühler. Dieser besteht im Unterschied zum Erhitzer aus 
17 Platten, die von den wärmeaustauschenden Flüssigkeiten in zwei parallelen 
Fließwegen je vier Schläge durchlaufen werden. Gekühlt wird die untersuchte Flüs-
sigkeit mit Eiswasser.  
Nach dem Verlassen des Kühlers passiert die Flüssigkeit ein Probeentnahmeventil, 
das sog. Janz-Ventil und gelangt anschließend zu einem Auffangbehälter, in dem die 
Flüssigkeit gesammelt und autoklaviert wird. In der Abbildung 3.4 sind die Bauteile 
der Pilot-Pasteurisierungsanlage dargestellt. 
 
 
Abb. 3.4: Pilot-Pasteurisierungsanlage.   
1. Plattenapparat, Erhitzung Wasser durch Dampf 
2. Plattenapparat, Kühlung Milch mit Eiswasser 
3. Plattenapparat, Erhitzung Milch mit Wasser 
4. Durchflussmesser Milch (Induktion) 
5. Registriereinheit, erfasst 6 versch. Temperaturen 
    sowie Volumenströme von Milch und Wasser 
6. Produktpumpe 
7. Milchkanne für Einspeisung 
8. Probenahmeventil (Janz-Ventil) 
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3.2.5 Versuchsaufbau 
Um die Keimfreiheit der Anlage zu gewährleisten, wurde vor Beginn des Versuchs 
die Pilot-Pasteurisierungsanlage 30 min mit 98 °C heißem Wasser betrieben. An-
schließend erfolgte die Erhitzung der mit Bakteriophagen versetzten Milch. Dazu 
wurden 30 l gekühlte Rohmilch (Quelle: Versuchsgut Schädtbek) mit Bakteriophagen 
beimpft und mit Hilfe eines Magnetrührers während der gesamten Versuchszeit ge-
rührt. Damit sollte sowohl eine gleichmäßige Verteilung der Bakteriophagen gewähr-
leistet als auch ein Absetzen der Bakteriophagen verhindert werden. Der Ausgangs-
phagentiter der Milch wurde auf ca. 107 PbE/ml eingestellt. In Vorversuchen wurde je 
nach erwarteter Thermoempfindlichkeit der Bakteriophagen die Inaktivierung bei un-
terschiedlichen Temperaturen bei gleichen Heißhaltezeiten ermittelt. In den Haupt-
versuchen wurden die einzelnen Phagen bei drei verschiedenen Temperaturen mit 
jeweils drei verschiedenen Heißhaltezeiten getestet. Die Probennahme erfolgte 
durch das Janz-Ventil mittels steriler Kunststoffspritzen (Abb. 3.4). Die Proben wur-
den anschließend im Eiswasser gekühlt und die Phagentiter in der Milch durch den 
Plaquetest (Kap. 2.2.6.3) bestimmt. Alle Versuche wurden in Doppelbestimmung 
durchgeführt. Im Anschluss an den Versuch wurde die Anlage mit heißer Lauge und 
Säure gereinigt. 
 
3.2.6 Berechnung der Inaktivierungsparameter (D- & z-Werte) 
Die thermischen Inaktivierungsparameter wurden ausgehend von dem linearen Mo-
dell berechnet. Dies ist das Modell, welches üblicherweise für die Hitzeinaktivierung 
von Mikroorganismen genutzt wird (Chick, 1908). Die quantitative Hitzeinaktivierung 
der Mikroorganismen wird mittels dezimaler Reduktionszeit D bestimmt und angege-
ben. Erstmalig eingeführt von Katzin et al. (1943), gibt der D-Wert die Zeit an, in der 
90 Prozent einer Population bei konstanter Temperatur absterben bzw. in der die 
Population auf ein Zehntel reduziert wird. Das Berechnen der D-Werte erfolgt über 
folgende Herleitung (Wittmann, 2007):  
 
Die Hitzeinaktivierung von Mikroorganismen wird als Reaktion erster Ordnung ange-
geben: 
 
𝑑𝑁
𝑑𝑡
= −𝑘 ∙ 𝑁 
 
N = mikrobielle Population 
t = Zeit 
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Durch Integrieren der Parameter resultiert folgende Geradengleichung: 
 
log𝑁𝑡 = log 𝑁0 − 𝑘 ∙ 𝑡          
 
 
Diese Gerade ist in der Abbildung 3.5 graphisch dargestellt. 
 
 
 
 
Aus der Steigung der linearen Inaktivierungskurve erfolgt das Berechnen von D: 
 
𝐷 =
𝑡2 − 𝑡2
log𝑁1 − log𝑁2
 
 
 
D und k stellen die Steigung der Geraden im folgenden Zusammenhang dar: 
 
𝐷 =  
ln (10)
𝑘
 
       
Die lineare Abhängigkeit der logarithmierten D-Werte von der Temperatur (Bigelow, 
1921) wird durch den z-Wert charakterisiert (Stumbo, 1973). Er gibt die Tempera-
turerhöhung an, die notwendig ist, um den D-Wert auf ein Zehntel zu vermindern, 
also um den Abtötungseffekt auf das Zehnfache zu steigern (Abb. 3.6). 
 
Nt = Keimzahl (KbE/ml) zum Zeitpunkt t  
N0 = Keimzahl (KbE/ml) zum Zeitpunkt t0  
k = Inaktivierungskonstante (in 1/s) 
t = Erhitzungszeit (in s) 
N1 = Keimzahl (KbE/ml) zum Zeitpunkt t1  
N2 = Keimzahl (KbE/ml) zum Zeitpunkt t2   
Abb. 3.5: Grafische Darstellung des D-Wertes, der 
aus dem Steigungsdreieck durch das Senken 
einer log-Keimzahl um eine Zehnerpotent der Ge-
raden resultiert. 
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Der z-Wert berechnet sich entsprechend dem D-Wert aus der Geradensteigung 
(Wittmann, 2007): 
 
𝑧 =  
𝜗2 − 𝜗1
log 𝐷1−log 𝐷2
 
 
 
 
3.3 Ergebnisse 
3.3.1 Kinetik der Phageninaktivierung  
Zur Bestimmung der „Breakpoints“ der Phagen (Temperatur, die zu einer deutlichen 
Inaktivierung führt) wurden in Vorversuchen die vier Phagen bei Temperaturen zwi-
schen 60 – 95 °C erhitzt. Die Heißhaltezeiten variierten je nach Temperatur von 25 s 
bei 60 bis 80 °C und 31 s bei 85 bis 95 °C. Die Temperatur wurde während der Erhit-
zung in 5 °C-Schritten von der höchsten zur niedrigsten eingestellt, um so eine Ver-
schleppung der Phagen in der Pilot-Pasteurisierungsanlage zu verhindern. Als Aus-
gangstiter wurde eine Konzentration von 107 PbE/ml eingestellt. In der Abb. 3.7 sind 
die Inaktivierungskurven der vier Phagen dargestellt. Der Phage P008 war erwar-
tungsgemäß am hitzesensitivsten und konnte nach einer Erhitzung bei 80 °C für 25 s 
nicht mehr nachgewiesen werden. Ähnlich verhielt sich der hitzeresistenteste c2-
Phage P635, wobei dieser erst nach einer Erhitzung bei 85 °C für 31 s komplett inak-
tiviert wurde. Die beiden Phagen P680 und P1532 zeigten dagegen eine deutlichere 
D1 = dezimale Reduktionszeit bei Temperatur  1 
D2 = dezimale Reduktionszeit bei Temperatur  2  
Abb. 3.6: Grafische Darstellung des z-Wertes, 
der aus dem Steigungsdreieck, durch das Sen-
ken des log-D-Wertes um eine Zehnerpotenz 
resultiert. 
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Hitzeunempfindlichkeit und waren selbst nach einer thermischen Behandlung bei 
95 °C für 31 s immer noch detektierbar, wobei der Phage P1532 die höchste Ther-
moresistenz aufwies (siehe Abb. 3.7).  
Für die Bestimmung der Phageninaktivierungskinetik wurde die Temperatur ausge-
wählt, bei der die „Breakpoints“ der Phagen lagen sowie eine Temperatur über und 
unter dem „Breakpoint“, bei denen jedoch noch Messwerte erwartet werden konnten. 
Für den Phagen P008 lagen diese bei 65, 70 und 75 °C, für den Phagen P680 bei 
85, 90 und 95 °C, der Phage P1532 hatte die 90, 95 und 97,5 °C und der Phage 
P635 die 75, 77,5 und 80 °C.  
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Abb. 3.7: Die Inaktivierungskurven der Phagen P008, P680, P1532 und P635 bei unterschiedlichen 
Temperaturen und Heißhaltezeiten von 25-31 s. AT: Ausgangstiter. Detektionsgrenze: 10
0 
PbE/ml. 
 
Die Inaktivierungskurven aus den Hauptversuchen für die vier Phagen sind in der 
Abbildung 3.8 dargestellt. Für jeden Phagen wurden drei verschiedene Temperatu-
ren aus den Vorversuchen abgeleitet und bei drei Heißhaltezeiten zwischen 16,5 und 
42 s (je nach der Erhitzungstemperatur) erhitzt. Jeder Versuch wurde zweimal 
durchgeführt. Daraus sollten im Anschluss die D- und z-Werte der Phagen berechnet 
werden. Die Abb. 3.8a zeigt die Inaktivierung des Phagen P008, der nach einer Er-
hitzung bei 65 °C zwar relativ stabil blieb, bei 70 °C jedoch um 1,2 log-Stufen (35 s) 
inaktiviert wurde. Eine höhere Inaktivierung von 4,5 log-Stufen wurde bei einer Heiß-
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haltezeit von 33 s und 75 °C erzielt. Der Phage P680 (Abb. 3.8b) zeigte dagegen 
eine deutlich höhere Hitzeresistenz. Während das Inaktivierungsverhalten des Pha-
gen bei 85 und 90 °C nahezu identisch blieb (ca. 1,8 log-Stufen nach ca. 42 s), wur-
de nach einer Erhitzung bei 95 °C (40 s) eine Titerreduktion von 4,5 log-Stufen er-
reicht. Noch resistenter zeigte sich der Phage P1532, der nach 40 s bei 95 °C um 2 
log-Stufen und bei 97,5 °C um 3,5 log-Stufen inaktiviert wurde (Abb. 3.8c). Der c2-
Phage P635 konnte eine Hitzebehandlung bei 75 °C (33 s) mit einer Reduktion um 1 
log-Stufe überstehen. Eine Erhitzung bei 80 °C für 32 s führte jedoch zu einer nahe-
zu vollständigen Inaktivierung des Phagen um mehr als 6 log-Stufen (Abb. 3.8d).  
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Abb. 3.8: Inaktivierungskinetik der Phagen P008 (a), P680 (b), P1532 (c) und P635 (d) bei unter-
schiedlichen Temperaturen und Heißhaltezeiten von 16,5 - 42 s. Die Fehlerbalken zeigen die Streu-
ung aus zwei Versuchen an. Die Detektionsgrenze lag bei 10
0 
PbE/ml. 
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3.3.2 Bestimmung der Inaktivierungsparameter (D- & z-Werte) 
Die Berechnung des D-Werts ist nachfolgend für den Phagen P008 beispielhaft 
dargestellt. In der Tabelle 3.3 sind die Phagentiter vor und nach der Erhitzung bei 
75 °C und unterschiedlichen Heißhaltezeiten gezeigt.  
 
Tabelle 3.3: Inaktivierungsdaten des Phagen P008 bei 75 °C und verschiedenen Heißhaltezeiten 
 
Um den D-Wert für den Phagen berechnen zu können, wurden die gemessenen 
Phagentiter logarithmiert und in ein Diagramm gegen die Zeit eingetragen (Abb. 3.9). 
Anschließend erfolgte die lineare Regression der dargestellten Werte, indem eine 
Gerade durch den Schwerpunkt der Werte gelegt wurde (Regressionsgerade). Dabei 
zeigt das sich daraus ergebende Bestimmtheitsmaß R2, wie viel Variation in den Da-
ten durch die vorliegende Regression erklärt werden kann. Ein Bestimmtheitsmaß 
von > 0,7 gilt im Bereich der Hitzeinaktivierung der Mikroorganismen als akzeptabel 
(Martens, 2003). Bei dem Phagen P008 lag dieser bei 0,9489, somit war die lineare 
Regression als Anpassungsmodell in diesem Fall sehr gut. Der D-Wert wurde an-
schließend aus der Steigung der Regressionsgerade berechnet. Für den Phagen 
P008 lag dieser bei einer Temperatur von 75 °C bei 6,1 s.  
 
 
Abb. 3.9: Logarithmische Inaktivierungskurve des Phagen P008 bei 75 °C. 
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Die dezimalen Reduktionszeiten D sowie die dezimale Reduktionstemperatur z für 
alle getesteten Phagen sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen. Die z-Werte wurden un-
ter der Verwendung der D-Werte für die einzelnen Phagen berechnet.  
 
Tabelle 3.4: D- und z-Werte der L. lactis Phagen P008, P680, P1532 und P635. 
*Mw: Mittelwert 
 
Für den Phagen P008 wurde die größte Spannweite der D-Werte für die unterschied-
lichen Temperaturen ermittelt. Während der D-Wert des Phagen für 65 °C bei 
162,9 s lag, sank dieser für 70 °C auf 24,8 s und für 75 °C auf 6,5 s. Die D-Werte für 
die beiden hitzeresistenten Phagen P680 und P1532 zeigten ebenfalls einige Auffäl-
ligkeiten. Bei einer Erhitzungstemperatur von 90 °C lagen diese sehr nah beieinander 
(P680 – 21,3 s und P1532 – 23,7 s). Eine Erhöhung der Temperatur auf 95 °C resul-
tierte jedoch in einem D-Wert von 8,8 s für den Phagen P680 und einem doppelten 
Wert von 17,8 s für den Phagen P1532. Die Berechnung der D-Werte für den c2-
Phage D-°C D-Wert [s] R2 Mw*-D Log Mw*-D z-Wert 
P008 
75 
6,1 0,95 
6,5 0,81 
7,2 °C 
6,8 0,96 
70 
21,1 1,00 
24,8 1,39 
28,5 0,99 
65 
137,0 0,91 
162,9 2,21 
188,7 0,90 
P680 
95 
8,7 0,99 
8,8 0,94 
21,7 °C 
8,9 1,00 
90 
20,9 0,91 
21,3 1,33 
21,7 0,91 
85 
24,5 0,86 
25,5 1,41 
26,5 0,86 
P1532 
97,5 
10,9 1,00 
11,4 1,06 
25,0 °C 
11,9 0,98 
95 
16,8 0,90 
17,6 1,25 
18,3 0,98 
90 
21,4 0,90 
23,7 1,37 
25,9 0,89 
P635 
80 
5,4 0,92 
5,4 0,73 
6,3 °C 
5,4 0,99 
77,5 
12,1 0,98 
12,7 1,10 
13,3 1,00 
75 
32,4 0,92 
33,1 1,52 
33,7 1,00 
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Phagen P635 zeigte eine höhere Thermotoleranz im Vergleich zum P008 Phagen. 
Bei der Temperatur von 75 °C wurde für den P635 ein D-Wert von 33,1 s ermittelt, 
für den P008 lag dieser bei 6,5 s. Grundsätzlich lagen die Werte der Doppelbestim-
mung sehr nah beieinander und zeigten eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnis-
se. Die größte Varianz wurde für den Phagen P008 bei einer Erhitzung bei 65 °C 
festgestellt, die jedoch durch eine insgesamt minimale Inaktivierung von ca. 0,1 log-
Stufen erklärt werden kann.  
Betrachtet man die aus den D-Werten ermittelten z-Werte (Tabelle 3.4), so fällt auf, 
dass der c2-Phage einen niedrigeren z-Wert von 6,3 °C aufweist als der Phage P008 
mit einem z-Wert von 7,2 °C. Die verschiedenen z-Werte deuten darauf hin, dass bei 
der Extrapolation der Inaktivierungsdaten auf höhere Temperaturen (Abb. 3.10) die 
Hitzeeinwirkung beider Phagen allmählich konvergiert, bis - bei Temperaturen über 
ca. 95 °C - der Phage P635 schneller inaktiviert wird als der P008. Dies ist jedoch 
nur eine theoretische Betrachtung, da bei Temperaturen über 95 °C Haltezeiten von 
weniger als 0,01 s erforderlich sind. 
    
     
 
 
 
 
 
 
 
   
Abb. 3.10: Extrapolation der Inakti-
vierungsdaten der Phagen P008 
und P635 auf höhere Temperatu-
ren. 
 
 
Für die beiden hitzeresistenten Phagen wurden z-Werte von 21,7 °C für P680 und 
25 °C für P1532 berechnet, damit ist der Phage P1532 als der hitzeresistenteste 
Phage während der Erhitzung in einer Pilot-Pasteurisierungsanlage einzustufen.  
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3.4 Diskussion 
Inaktivierungsversuche in Pilot-Pasteurisierungsanlagen (PPA) mit unterschiedlichen 
Bakterien wurden bereits zuvor in mehreren Studien beschrieben (Hammer et al., 
2014, 2002; Peng et al., 2013; Lynch et al., 2007; Rademaker et al., 2007; McDonald 
et al., 2005; Pearce et al., 2001; Fernandez-Garayzabal et al., 1987). Es finden sich 
jedoch kaum Informationen zum Inaktivierungsverhalten von Bakteriophagen unter 
solch praxisnahen Bedingungen - wie hier dargestellt. Grundsätzlich wurde die 
Thermoresistenz der Bakteriophagen bereits mehrfach unter Laborbedingungen im 
Testmedium Milch untersucht. Dies erfolgte u.a. in Edelstahlröhrchen (Marvig et al., 
2011; Atamer et al., 2009; Müller-Mehrbach et al., 2005b) und dünnwandigen Glas-
röhrchen (Capra et al., 2013) in einem Wasserbad oder in Eppendorf Reaktionsgefä-
ßen in einem Thermoblock (Murphy et al., 2014). Die Unterschiede in der Thermosta-
bilität waren dabei, abhängig vom verwendeten Gefäß, erheblich. Müller-Merbach et 
al. (2005b) hatten das Inaktivierungsverhalten des Phagen P008 in M17-
Nährmedium und in Milch in Metallröhrchen in einem Wasserbad untersucht. Bei ei-
ner Temperatur von 75 °C wurde der Phagentiter in Milch nach 6 min Heißhaltezeit 
um 6 log-Stufen reduziert. Nach der Erhitzung des Phagen in der PPA wurde bereits 
nach 33 s eine Konzentrationsabnahme von ca. 4,5 log-Stufen gemessen. Somit er-
folgt die Inaktivierung des Phagen P008 in der PPA deutlich schneller als in Edel-
stahlröhrchen im Wasserbad. Ähnliches wurde für den c2-Phagen P635 beobachtet. 
Auch hier erfolgte die Inaktivierung in einer PPA schneller als in Edelstahlröhrchen 
im Wasserbad (Marvig et al., 2011). 
Betrachtet man die Inaktivierung der beiden thermostabilen Phagen P680 und P1532 
unter Laborbedingungen (Edelstahlröhrchen im Wasserbad), so sieht man ebenfalls 
eine deutlich langsamere Inaktivierung der Phagen. Der Phage P680 konnte nach 
einer Erhitzung bei 95 °C für 5 min immer noch detektiert werden, der Phage P1532 
nach 5 min bei 97 °C (Atamer et al., 2009). In der PPA waren bereits 40 s ausrei-
chend, um die beiden Phagen um mehr als 99,99 % zu inaktivieren. Capra et al. 
(2013) haben zusätzlich zu den Edelstahlröhrchen die Inaktivierung der Phagen in 
dünnwandigen Glasröhrchen untersucht. Für beide Phagen (P680 und P1532) wurde 
eine langsamere Inaktivierung in Glasröhrchen im Vergleich zu den Edelstahlröhr-
chen dokumentiert (Capra et al., 2013).  
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Die berechneten D-Werte der Phagen unterscheiden sich folglich stark von den D-
Werten in der Literatur. Für den Phagen P008 wird nach Erhitzung in Metallröhrchen 
ein D-Wert von 4,2 min bei einer Temperatur von 72 °C angegeben (Müller-Merbach 
et al., 2005b). Die Erhitzung in der PPA ergab einen D-Wert von ca. 25 s bei 70 °C. 
Ebenso verhält sich der Phage P635. Laut Marvig et al. (2011) hat der Phage nach 
Erhitzung in Metallröhrchen einen D-Wert von 2,8 min bei 75 °C, in der PPA wurde 
ein D-Wert von 33 s bei gleicher Temperatur ermittelt. Der Vergleich der D-Werte der 
beiden thermostabilen Phagen mit den Literaturangaben ist schwierig, da sich ledig-
lich D-Werte für 72 °C finden lassen (P680 – 150 min, P1532 – 112 min; Atamer et 
al., 2009). Diese Temperatur wurde in den Untersuchungen nicht mitgetestet, man 
kann jedoch, aufgrund der schnelleren Inaktivierung der Phagen in der PPA, von 
deutlich geringeren D-Werten ausgehen.  
Ähnliche Ergebnisse haben bereits Chopin (1980) und Madera et al. (2004) veröf-
fentlicht, wonach die Inaktivierung der Phagen in einem Plattenwärmetauscher, wel-
cher der industriellen Pasteurisation sehr ähnlich ist, deutlich effizienter verläuft als 
die Erhitzung unter Laborbedingungen. Dies könnte zum einen durch den abrupten 
Temperaturanstieg zu Beginn der Erhitzung in der PPA erklärt werden, verglichen mit 
der langsamen Aufheizphase im Röhrchen. Zum anderen wird die zu erhitzende 
Flüssigkeit in einem Röhrchen nach dem Einhängen in das Wasserbad nicht bewegt. 
Bei der Pilot-Pasteurisierungsanlage handelt es sich um ein System mit kontinuierli-
chem Durchfluss. In dem Erhitzer und Kühler herrscht turbulente Strömung, während 
diese im Heißhalter an laminar und turbulent grenzt (Hammer et al., 2002; Wittmann, 
2007). Das Testmedium wird im Erhitzer sehr schnell aufgeheizt, da der Volumen-
strom des Wassers, mit dem die Milch erwärmt wird, mit ca. 160 l/h größer als der 
Produktstrom von 15 - 60 l/h ist (Wittmann, 2007). Durch die turbulente Strömung 
steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass die einzelnen Phagenpartikel mit den Wan-
dungen des Erhitzers und des Heißhalters in Kontakt kommen, an denen die Hitze-
einwirkung besonders intensiv ist. Folglich erfolgt der Wärmeübergang von einem 
Erhitzungsmedium auf die Phagen in der Anlage schneller als bei einem ruhenden 
Medium im Röhrchen. Zudem kann die Verweilzeit der einzelnen Phagen im Heißhal-
ter der PPA höher sein als angegeben, da die Partikel, bedingt durch individuelle 
Strömungsgeschwindigkeiten, sich nicht gleich schnell durch die Anlage bewegen 
(sog. Verweilzeitstreuung (Hammer et al. 2002)). Die im Versuch vorgewählte Ver-
weilzeit wird daher üblicherweise als „mittlere Verweilzeit“ bezeichnet. 
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3.5 Schlussfolgerungen 
Die thermische Inaktivierung der Phagen in der Pilot-Pasteurisierungsanlage ist deut-
lich effizienter als Inaktivierungsversuche unter Laborbedingungen (Metall- oder 
Glasröhrchen im Wasserbad oder ein Thermoblock). Demnach kann eine konkrete 
Beurteilung der Hitzeinaktivierung von Phagen durch Erhitzungsverfahren nur durch 
Daten erfolgen, die mit praxisrelevanter Erhitzungstechnologie ermittelt wurden. Die 
Ergebnisse zeigen, dass trotz der schnelleren Inaktivierung der Phagen in der Pilot-
Pasteurisierungsanlage die industrielle Erhitzung der Milch (Kurzzeiterhitzung bei 72 
°C für 15 s) nicht ausreicht, um selbst hitzesensitive Phagen zu inaktivieren.  
 
   
 
  
 
 
Kapitel 4 
 
Minimierung der Phagenbelastung in Molke 
und Molkenprodukten durch Membranfiltration 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teile des nachfolgenden Kapitels wurden bereits in folgenden Publikationen veröffentlicht: 
 
Samtlebe, M., Wagner, N., Neve, H., Heller, K.J., Hinrichs, J. &  Atamer, Z. (2015). Application of 
membrane technology to remove bacteriophages from whey. International Dairy Journal, 48: 38-45. 
Samtlebe, M., Wagner, N., Neve, H., Heller, K.J., Hinrichs, J. &  Atamer, Z. (2017). Reduction of Lac-
tococcus lactis phage contamination in whey by means of membrane filtration: Impact of phage mor-
phology and of bacterial host cells functioning as "phage fishing tool. International Dairy Journal, 68: 
88-94. 
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4.1 Einleitung 
Ob als Frischkäse oder in harter, halbfester oder weicher Form – Käse ist seit 
Jahrzehnten eins der beliebtesten Milchprodukte in Deutschland. In den letzten 
Jahren ist der Pro-Kopf-Verbrauch an Käse stetig gestiegen und lag im Jahr 2015 bei 
24,5 kg – Tendenz steigend (Milchindustrie-Verband e.V., 2016). Während der 
Käseherstellung werden, je nach Käsesorte, etwa 6 – 30 % der eingesetzten Milch 
zu Käse verarbeitet, der große Rest fällt als Molke an (Hinrichs, 2001). Früher wurde 
die Molke anschließend an Tiere verfüttert oder gar weggeworfen (Rektor & Vatai, 
2004; Jelen, 2002), doch dank einem starken internationalen Wettbewerb, in dem 
sich der Käsemarkt befindet, ist die Weiterverwertung der anfallenden Molke zu 
einem wichtigen Produkt für viele Unternehmen geworden. Denn Molke kann sowohl 
zur Herstellung von unterschiedlichen nativen Molkenprodukten, wie Molkenpulver, 
Molkenrahm, Molkenprotein-Isolat oder -Konzentrat genutzt werden, als auch direkt 
im Unternehmen als Zusatz zu verschiedenen Fermentationsprodukten, zur 
Steigerung des Nährwertes oder zur Erhöhung der Trockenmasse, eingesetzt 
werden (Atamer et al., 2013; Schenkel et al., 2013; Toro-Sierra et al., 2013; Atra et 
al., 2005; de Wit, 1998). Vor allem bei der Käseherstellung wird Molke entweder im 
nativen Zustand oder in Form von Molkenprotein oder Molkenrahm dem Prozess 
zugesetzt (Schenkel et al., 2011; Hinrichs, 2001; Lo & Bastian, 1998; Lawrence et 
al., 1987; Brown & Ernstrom, 1982). Ein solches Recycling von Molkenbestandteilen 
birgt jedoch häufig Risiken, da die Molke mit Bakteriophagen in Konzentrationen von 
bis zu 109 PbE/ml belastet sein kann (Atamer et al., 2009; Neve et al., 1995). Zwar 
sollten die Hersteller eigene, native Molkenpräparate möglichst nicht im eigenen 
Unternehmen zur Herstellung fermentierter Milchprodukte einsetzen und damit eine 
Rezirkulation der Phagen möglichst vermeiden, jedoch ist nicht auszuschließen, dass 
auch zugekaufte Molkenprodukte Phagen enthalten können. Die Untersuchungen 
haben gezeigt, dass Molkenpulver sehr stark mit Bakteriophagen belastet sein kann. 
Von den 13 untersuchten Molkenpulvern wurden alle positiv auf Phagen getestet, mit 
zum Teil sehr hohen Phagentitern von bis zu 6 x 107 PbE/g (Wagner et al., 2017). 
Fermentationsstörungen durch Bakteriophagen machen die Produktionsprozesse 
jedoch schlechter kalkulierbar. Selbst wenn es, aufgrund von Kulturrotationen und 
Verwendung von Mehrstammkulturen, nicht zu einem Totalverlust einer Charge 
kommt, so sind Säuerungsverzögerungen oder Qualitätsschwankungen häufig die 
Folge (Marcó et al., 2012).  
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Eine Möglichkeit, wie man die Phagen inaktivieren könnte, wäre eine thermische 
Behandlung der Molke. Allerdings haben Studien gezeigt, dass viele Phagen die 
üblichen Pasteurisierungsbedingungen (72-75 °C, 15-30 s) problemlos überstehen 
und in den Käsungsprozess gelangen können (Atamer & Hinrichs, 2010; Atamer et 
al., 2009; Müller-Merbach et al., 2005a, 2005b; Quiberoni et al., 2003; Suarez & 
Reinheimer, 2002). Zwar ist eine komplette Inaktivierung aller Bakteriophagen in der 
Molke durch Einsatz höherer Temperaturen möglich (Atamer & Hinrichs, 2010), 
jedoch würde dies auch zu einer Denaturierung der funktionellen Molkenproteine (-
Lactalbumin und -Lactoglobulin) führen (Kessler, 2002). Die Unternehmen sind 
jedoch bestrebt, möglichst schonende Technologien anzuwenden, um 
Molkenprodukte mit einem hohen Gehalt an nativen Molkenproteinen zu erhalten. 
Membranfiltration wird heutzutage bereits in der Milchindustrie eingesetzt – 
hauptsächlich als Alternative zu technologischen Prozessen wie Zentrifugation oder 
Erwärmung. Dadurch sollen vor allem die funktionellen Eigenschaften von 
Milchprodukten verbessert werden (Rosenberg, 1995). Filtrationen mit 
Membrantrenngrenzen von 1,4 µm können die vorhandenen Mikroorganismen 
entfernen und dadurch die mikrobiologische Qualität der Produkte steigern (Schmidt 
et al., 2012; Pouliot, 2008; Maubois, 2002; Saboya & Maubois, 2000). Arbeiten zur 
Abtrennung von Bakteriophagen durch die Membranfiltration sind jedoch sehr selten. 
Mistry und Kosikowski (1986) haben es beispielsweise geschafft, nicht nur 
Milchproteine sondern auch Bakteriophagen durch Ultrafiltration (20 kDa) aus der 
Magermilch zu entfernen. Vermutet wird jedoch, dass die Phagenrückhaltung 
hauptsächlich auf die Bildung einer Foulingschicht aus Caseinmicellen und 
Fettkügelchen auf der Membran zurückzuführen ist (Gautier et al., 1994).  
Somit war die Zielsetzung dieser Arbeit, eine nicht thermische Technologie zu entwi-
ckeln, mit der es möglich ist, den Phagentiter in Molke zu reduzieren ohne dabei 
Molkenproteine zu denaturieren. Die Phagenreduktion sollte mittels einer Cross-
Flow-Membranfiltration für morphologisch unterschiedliche Phagen untersucht und 
gleichzeitig eine möglichst hohe Molkenproteinpermeation gewährleistet werden. Die 
Filtration sollte die Phagen in Molke soweit reduzieren, dass eine Anreicherung der 
Phagen in der Weiterverarbeitung minimiert werden kann.  
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4.2 Material und Methoden 
4.2.1 Bakterienstämme und Bakteriophagen 
In der Tabelle 4.1 sind die Bakteriophagen mit den dazugehörigen Wirten und ihrer 
morphologischen Beschreibung dargestellt. 
 
Tabelle 4.1: Taxonomie und morphologische Beschreibung der eingesetzten L. lactis Phagen. 
 
 
Phage Spezies Wirts-
stamm 
Kopf-
form 
Kopfgröße Schwanz-
länge 
Referenzen 
P369 
Podoviridae 
P034  F7/2 P (klein) 65x45 nm 25 nm Braun et al., 1989 
Jarvis et al., 1991 
KSY1
(*) 
Podoviridae 
KSY1 IE-16 P (groß) 260x55 nm 30 nm Jarvis et al., 1989 
Chopin et al., 2007 
P001 
Siphoviridae 
c2 F7/2 P (klein) 60x40 nm 100 nm Jarvis et al., 1991 
Müller-Merbach et al., 2005a 
P008 
(*) 
Siphoviridae 
936 F7/2 I (klein) 55 nm 160 nm Mahony et al., 2006 
Atamer et al., 2010 
P680 
(*) 
Siphoviridae 
936 F7/2 I (klein) 55 nm 160 nm Atamer et al., 2009 
Mahony et al., 2013 
P1532 
Siphoviridae 
936 F7/2 I (klein) 55 nm 160 nm Atamer et al., 2009 
Dogan & Hinrichs, 2008 
TP901-1 
(*) 
Siphoviridae 
P335 3107 I (klein) 55 nm 145 nm Brøndsted et al., 2001 
Bebeacua et al., 2013 
P897 
Siphoviridae 
P335 0-113-1 I (klein) 55 nm 240 nm Neve et al., 2012 
 
949 
(*) 
Siphoviridae 
949 ML-8 I (groß) 79 nm 530 nm Jarvis et al., 1991 
Samson & Moineau, 2010 
Von den mit (*) gekennzeichneten Phagen sind die Genomsequenzen publiziert. P: prolate 
(langgestreckte) Köpfe, I: isodiametrische (runde) Köpfe 
 
Methoden der Anzucht der Wirtsbakterien und des Phagennachweises sind in Kap. 2 
beschrieben. 
 
4.2.2 Aufarbeitung der Bakteriophagen über den CsCl-Gradienten 
Um für die Membranversuche auf konzentriertes und aufgereinigtes Phagenmaterial 
zurückgreifen zu können, wurden die Phagen über den CsCl-Gradienten aufgereinigt 
und aufkonzentriert. Die genauere Methodenbeschreibung ist dem Kapitel 2.2.3 zu 
entnehmen. Die Konzentrationsbestimmung der Bakteriophagen erfolgte mittels ei-
nes Plaquetests (siehe Kap. 2.2.6.3). 
 
4.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie der Bakteriophagen  
Die aufgereinigten Phagensuspensionen wurden transmissionselektronenmikrosko-
pisch untersucht (siehe Kap. 2.2.8). Dadurch wurde gewährleistet, dass nur Phagen-
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präparationen mit hohem Anteil an intakten Phagen (elektronenmikroskopische 
Schätzung: > 90-95 %) für die Membranversuche ausgewählt wurden. 
 
4.2.4 Zur Filtration eingesetzte Molke 
Die Molke wurde von dem Kooperationspartner aus dem FEI-Projekt (Universität Ho-
henheim) gewonnen und vorbereitet. Die Rohmilch zur Gewinnung von Molke wurde 
von der Lehrmolkerei Meierhof (Universität Hohenheim) zur Verfügung gestellt. Die 
Milch wurde zuerst entfettet (< 0,1 % Fett), pasteurisiert (74 °C für 30 s) und an-
schließend durch eine Keramikmembran (Membralox, type 7P19-40 GP; Pall Exekia, 
Bazet, Frankreich) mikrofiltriert. Die Membran wies eine Filtrationsoberfläche von 
1,69 m2 und einen Porendiameter von 0,1 mm auf. Die Filtration erfolgte bei einer 
Geschwindigkeit von 7 m/s, einer Filtrationstemperatur von 5 °C  und einem Trans-
membrandruck von 0,1 MPa. Die Zusammensetzung der gewonnenen Molke betrug 
6,29 % Trockenmasse, 0,68 % Protein, 0,01 % Fett und 5,19 % Lactose. 
 
4.2.5 Membranen  
Drei PES (Polyethersulfon)-Ultrafiltrationsmembranen (Pall Life Sciences, New York, 
USA) wurden für die Filtrationsversuche ausgewählt. Aufgrund der Modifizierung mit 
Polyethersulfon handelt es sich dabei um wenig proteinbindende Membranen. Die 
Trenngrenzen der Membranen lagen bei 100 kDa, 300 kDa und 500 kDa. Als 
Charakterisierungsmethoden für die Oberfläche der Membranen wurden von dem 
Kooperationspartner aus dem FEI-Projekt (Universität Hohenheim) 
Kontaktwinkelmessungen durchgeführt, die freie Oberflächenenergie aus den 
gemessenen Kontaktwinkeln ermittelt und das Wasserbindungsvermögen und die 
Porosität der Membranen bestimmt (nicht gezeigt). 
 
4.2.6 Rasterelektronenmikroskopie der Membranen  
Die UF-Membranen wurden elektronenmikroskopisch in einem FEI XL30 Raster-
elektronenmikroskop (FEI Company, Eindhoven, Niederlande) mit Wolfram-Kathode 
vor und nach der Filtration untersucht. Die Membranen wurden nach der Filtration 
luftgetrocknet und mit Hilfe eines Skalpells in kleine Stücke geschnitten. Mittels dop-
pelseitig-klebenden Carbonplättchen (Leit-Tabs, 12 mm Diameter, Plano GmbH, 
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Wetzlar, Germany) wurden die Membranstücke auf spezielle Aluminiumtischchen 
(Plano GmbH) angebracht (Abb. 4.1). Anschließend wurden die Proben in einem 
Sputter (MED 020, Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein) mit ei-
ner 20 nm Goldschicht überschichtet. Die Proben wurden in 
das REM eingeschleust und unter Vakuum mit einem Sekun-
därelektronendetektor bei einer Beschleunigungsspannung von 
7,5 kV angeschaut. Die Dimensionsmessungen wurden mittels 
REM-Bildsoftware (Scandium; Olympus SIS; Münster, Germa-
ny) durchgeführt. 
 
4.2.7 Experimenteller Aufbau der Labormembrananlage 
Eine Labormembrananlage wurde speziell für die Aufgabenstellung des Projekts an 
der Universität Hohenheim konzipiert, um im Labormaßstab mit Bakteriophagen ge-
spikte Molke filtrieren zu können. Die Anlage musste mehrere Anforderungen erfül-
len. Zum einen sollten in der Anlage Cross-Flow Membranfiltrationen nach dem 
Trennprinzip des Größenausschlusses durchführbar sein. Zum anderen sollten kleine 
Mengen (1-3 l) des Modellsubstrats mit Druckniveaus von 0,1 bis 0,3 MPa filtriert 
werden können. Schließlich sollte die Membranfiltrationszelle einfach ein- und aus-
baubar sein, damit die Membranen schnell gewechselt werden können bzw. die 
Deckschicht nach Filtration analysiert werden kann. In der Abbildung 4.2A ist eine 
schematische Zeichnung der Labormembrananlage dargestellt, anhand derer die 
Membrananlage konzipiert und aufgebaut wurde (Abb. 4.2B). 
Die Filtrationsversuche wurden im Rahmen der Kooperation innerhalb eines FEI-
Projekts an der Universität Hohenheim durchgeführt. 
 
 
Abb. 4.2: A) Schematische Skizze der Labormembrananlage, 1: Vorlaufbehälter, 2: Pumpe, 3: Feed 
Bypass, 4: Retentateingang mit Manometer, 5: Membranmodul, 6: Permeatausgang, 7: Retentataus-
gang mit Manometer und Nadelventil, 8: Permeatbehälter, 9: Schlauchpumpe, B) Membranfiltrations-
anlage mit Halteblock und Membranfiltrationszelle. 
A 
Abb. 4.1: REM-
Probenteller. 
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4.2.8 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte wie im Kapitel 2.2.10 be-
schrieben.  
 
4.2.9 Adsorptionsmessungen der Phagen an inaktivierte Bakterien 
Der Versuchsaufbau zur Adsorptionsmes-
sung der Phagen an thermisch inaktivierte 
Bakterien ist in der Abbildung 4.3 dargestellt. 
Die Stämme wurden sowohl unerhitzt (Kon-
trolle) als auch für 30, 60 und 120 min bei 
63 °C erhitzt eingesetzt (Kulturen in LM17-
Wachstumsmedium aus der späten log-
Phase). Für die Phageninfektion wurden die 
Phagen P008, P369, P897 und der hitzere-
sistente Phage P680 ausgesucht. Nach einer 
15-min Adsorptionszeit wurden die Bakterien 
abzentrifugiert und die Anzahl der nicht ad-
sorbierten Phagen im Überstand bestimmt. 
Die Versuche wurden mit und ohne Zusatz 
von Calciumchlorid (10 mM CaCl2) durchge-
führt, um den Einfluss von CaCl2 auf die Adsorptionsfähigkeit der Phagen an die Bak-
terienzellen zu untersuchen.  
Zusätzlich wurde die Adsorption der Phagen an mechanisch zerstörte Zellen unter-
sucht. Der mechanische Aufschluss der Bakterien erfolgte mit Hilfe einer Zellmühle 
(FastPrep FP120, Thermo Savant). Dabei wurden Bakterienzellen mit Glasperlen 
(0,1 µm Durchmesser) vermischt und unter definierten Zeit-
/Geschwindigkeitsparametern (5,5 m/s für 10x 30 s) zermahlen. Um einem starken 
Schäumen der Bakterien entgegenzuwirken, wurden diese vor dem Zermahlen zwei-
fach mit SM-Puffer (Maniatis et al., 1989) gewaschen. Der weitere Versuchsablauf 
erfolgte wie oben beschrieben (Abb. 4.3). 
 
 
 
Abb. 4.3: Versuchsaufbau zur Messung der 
Phagenadsorption an thermisch inaktivierte 
Bakterien. 
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4.3 Ergebnisse 
4.3.1 Elektronenmikroskopische Charakterisierung der Membranen vor 
der Filtration 
Zur Untersuchung der Phagenretention mit den PES (Polyethersulfon)-Membranen 
mit unterschiedlichen Trenneigenschaften (Ausschlussgrenzen von 100, 300 und 500 
kDa) wurden diese vor den Filtrationen elektronenmikroskopisch charakterisiert (Abb. 
4.4 - 4.6). Die Abbildung 4.4 zeigt Aufsichtsaufnahmen der trennaktiven Oberfläche 
der Membranen mit unterschiedlichen Porenweiten. Für die 500 kDa-Membran wur-
den durchschnittliche Porengrößen von ca. 200-300 nm (Abb. 4.4A) dokumentiert, 
während die 300 kDa-Membran Porengrößen von ca. 70-100 nm (Abb. 4.4B) auf-
wies. Die Poren der 100 kDa-Membran (Abb. 4.4C) ließen sich in der Standard-REM 
nicht mehr auflösen. In der Abbildung 4.5 ist die charakteristische Faserstruktur der 
Membranunterseiten für die 300 kDa-Membran dargestellt. Der Membranquerschnitt 
(Abb. 4.6), mit einer Schichtdicke von ca. 210-220 nm, zeigte einen einheitlich 
asymmetrischen Aufbau. Unter der trennaktiven Oberseite wiesen die Membranen 
große Hohlräume auf, gefolgt von einer darunterliegenden Membranschicht mit kom-
pakterer Struktur.  
 
 
Abb. 4.4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Aufsicht) der trennaktiven Oberflächen der 
unbenutzten 500 kDa- (A) 300 kDa- (B) und 100 kDa- (C) Membranen bei hoher Primärvergrößerung 
(7.500x). Die unterschiedlichen Porengrößen von 200-300 nm (A) bzw. 70-100 nm (B) sind erkennbar. 
A B C 
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Abb. 4.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Aufsicht) der Trägerunterseiten der unbenutz-
ten 500 kDa- (A) und der 100 kDa- (B) Membranen bei niedriger Primärvergrößerung (250x). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2 Auswahl der Modellphagen 
Die Morphologie und Größe der Bakteriophagen sollten einen Einfluss auf die 
Phagenretention haben. Deshalb wurden für die Membranfiltrationsversuche 
repräsentative L. lactis Phagen ausgewählt (Tabelle 4.1). Die Auswahl der Phagen 
erfolgte nach den folgenden Kriterien: 
 Morphologie der Phagen (Kopfform, Schwanzlänge)  
 Lebenszyklus der Phagen (virulente und temperente Phagen)  
 Phagencharakterisierung (Genomsequenzierung, sehr gute morphologische 
Beschreibung, Untersuchungen der thermischen Stabilität) 
 Phagenverbreitung in Molkereien (weltweit verbreitete Phagengruppen 936, 
c2, P335 und selten vorkommende Phagengruppen P034, KSY1 und 949) 
Abb. 4.6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Querschnitt) 
einer unbenutzten 300 kDa-Membran. 
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Von den ausgewählten Phagen sind transmissionselektronenmikroskopische Detail-
bilder bei hoher Primärvergrößerung in der Abbildung 4.7 dargestellt. 
Abb. 4.7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der aufgereinigten prolaten L. lactis 
Phagen P369 (A), KSY1 (B) und P001 (C), sowie isodiametrischen L. lactis Phagen P008 (D), P680 
(E), P1532 (F), TP901-1 (G), P897 (H) und 949 (I) bei hoher Primärvergrößerung (210.000x (H, I bei 
160.000x)).  
  
4.3.3 Überprüfung der Lagerstabilität der Modellphagen 
Die Phagenpräparate wurden im Rahmen des FEI-Projekts am Max Rubner-Institut 
in Kiel hergestellt und im Wesentlichen an der Universität Hohenheim eingesetzt. Für 
die Vergleichbarkeit der Filtrationsergebnisse sollten möglichst hochtitrige Phagen-
präparationen verwendet werden.  
   
  
 
   
 
A 
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C B 
E 
H G 
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I 
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Die Mehrheit der Phagen konnte in einer Konzentration von über 1012 PbE/ml herge-
stellt werden, sodass hochkonzentriertes und hochreines Phagenmaterial für die Filt-
rationsversuche zur Verfügung stand. Eine Ausnahme bildeten die beiden Podo-
viridae Phagen KSY1 und P369 und der thermostabile Phage P1532. Um die Stabili-
tät der Phagensuspensionen während der Lagerung (4 °C) zu überprüfen und zu do-
kumentieren wurden Phagentiterbestimmungen über einen Zeitraum von bis zu 22 
Monaten durchgeführt. Wie in der Abbildung 4.8 dargestellt ist, konnte - mit Ausnah-
me des Phagen P1532 - eine Reduktion der Phagentiter von bis zu vier log-Stufen 
festgestellt werden. Für die Phagen P001 und P897 wurde sogar eine Titerreduktion 
von ca. acht log-Stufen dokumentiert. 
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Abb. 4.8: Bestimmung 
der Titer (PbE/ml) der   
L. lactis Phagen nach 
Aufkonzentrierung und 
Reinigung mittels CsCl-
Dichtegradienten-Zentri-
fugation und nach Lage-
rung bei 4 °C über ca. 22 
Monate. 
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Zusätzlich wurden die Phagenpräparate im Verlauf der 22-monatigen Lagerung 
mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Diese sind in der Abbildung 
4.9 exemplarisch für den Phagen P897 dargestellt. Es konnten deutliche 
Aggregatbildungen der Phagen (Abb. 4.9 A, B) beobachtet werden. Weiterhin 
wurden vermehrt defekte Phagen in Form von leeren Köpfen oder fehlenden Tails 
detektiert (Abb. 4.9 C, D).    
 
  
  
Abb. 4.9: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des L. lactis Phagen P987 nach einer 
22-monatigen Lagerung bei 4 °C. 
 
4.3.4 Effekt der Membranporengröße auf die Phagenretention und 
Molkenproteinpermeation 
Im ersten Schritt wurden der Phagenrückhalt und die Permeation an nativen Molken-
proteinen in Abhängigkeit von der Membrantrenngrenze untersucht. Dies erfolgte an 
der Universität Hohenheim. Als Testphage wurde der Referenzphage P008 einge-
setzt. In der Abbildung 4.10 ist die Reduktion der Phagentiter (Anfangstiter ca. 
2,2x107 PbE/ml) und die Permeation der Hauptmolkenproteine -Lactalbumin und -
C 
B 
D 
A 
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Lactoglobulin durch unterschiedliche Membranen dargestellt. Mit der steigenden 
Trenngrenze der Membranen nahm die Phagenretention ab. Für die 100 kDa-
Membran wurde eine Reduktion von 4,4 log-Einheiten beobachtet, während für die 
300 kDa-Membran eine Reduktion von 3,7 log-Einheiten und für die 500 kDa eine 
Reduktion von 1,3 log-Einheiten erreicht wurde. Die Permeation der Molkenproteine 
verhielt sich erwartungsgemäß entgegengesetzt. Durch die 100 kDa-Membran wurde 
eine -LA-Permeation von ca. 59,6 ± 0,4 % gemessen. Filtrationsversuche mit 300 
kDa- und 500 kDa-Membranen zeigten eine leichte Zunahme der -LA-Permeation. 
Für die 300 kDa-Membran betrug die α-LA-Permeation 58,9 ± 9,0 % und 65 ± 14 % 
für die 500 kDa-Membran. Anders sah die Permeation von -LG aus. Bei einer 
Membrantrenngrenze von 100 kDa betrug die Permeation 14,7 ± 1,0 % und stieg auf 
57 ± 14 % bei einer 500 kDa-Membran.  
 
Abb. 4.10: Log-Reduktion des Phagen P008 (Balken) und Permeation des -Lactalbumins (schwarze 
Linie) und -Lactoglobulins (graue Linie) nach der Filtration mit einer 100 kDa-, 300 kDa- und 500 
kDa-Membran. Der Versuch wurde in dreifach-Bestimmung durchgeführt. Die Nachweisgrenze der 
Phagen lag bei 10
2
 PbE/ml. Die Filtration wurde bei einem Transmembrandruck von 0,2 MPa und 
einer Temperatur von 20 °C für insgesamt 15 min durchgeführt (Samtlebe et al., 2015). 
 
 
4.3.5 Einfluss der Phagenmorphologie auf den Phagenrückhalt während 
der Filtration 
Im zweiten Schritt wurde die Abhängigkeit der Phagenretention während der Filtrati-
on von der Phagenmorphologie untersucht. Die Abbildung 4.11 zeigt die logarithmi-
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sche Reduktion der fünf L. lactis Phagen nach Filtration von nativer Molke mit einer 
500 kDa-Membran. Die log-Reduktion für die ersten vier Phagen (P008, P001, P897 
und P369), die zwar eine ähnliche Kopfgröße, jedoch deutlich unterschiedliche 
Schwanzlängen aufwiesen, waren nicht signifikant unterschiedlich und lagen zwi-
schen 0,7 und 1,7 log-Einheiten. Die Filtration mit dem Phagen KSY1 zeigte dagegen 
deutlich höhere Titerreduktion von 2,5 log-Einheiten. Somit hatte die Größe der Pha-
gen einen verstärkenden Effekt auf den Phagenrückhalt, war jedoch nicht spezifisch 
von der Schwanzlänge abhängig. 
 
Abb. 4.11: Titerreduktion der Phagen mit unterschiedlicher Morphologie während der Filtration mit 
einer 500 kDa-Membran in Molke. Die Messungen erfolgten in dreifach-Bestimmung. Die Detektions-
grenze lag bei 10
1
 PbE/ml. Die Filtration erfolgte bei einem Transmembrandruck von 0,2 MPa und 
einer Temperatur von 20 °C für 15 min. *Reduktion ist signifikant unterschiedlich (P < 0.05), modifiziert 
nach Samtlebe et al., 2017. 
 
4.3.6 Elektronenmikroskopische Charakterisierung der Membranen nach 
der Filtration 
Nach der Durchführung der Membranfiltrationsversuche mit idealer Molke und den 
Phagen P001, P008, P369 und P897 an der Universität Hohenheim (Filtration bis zu 
5x durchgeführt) wurde eine 300 kDa-Membran (P369-Versuch) rasterelektronenmik-
roskopisch untersucht. Diese Membran wurde ausgewählt, da sie den besten Kom-
promiss hinsichtlich maximaler Phagenretention und minimaler Molkenproteinper-
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meation zeigte. Wie in der Abbildung 4.12 zu sehen, war im Membranquerschnitt ei-
ne homogene Deckschicht von ca. 2 µm auf der trennaktiven Oberseite erkennbar 
(Abb. 4.12B). Die Struktur der trennaktiven Seite zeigte nach dem Gebrauch deutli-
che, der Länge nach verlaufende Risse auf. Die sich darunter befindlichen Hohlräu-
me waren im Vergleich zu einer unbenutzten Membran (Abb. 4.12A) viel voluminöser 
ausgeprägt und in Filtrationsrichtung deutlich stärker gestreckt.  
 
Abb. 4.12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Querschnitt) einer unbenutzten (A) und einer 
5x gebrauchten (B) 300 kDa-Membran. In den Filtrationsversuchen wurde der Phage P369 in idealer 
Molke verwendet. 
 
4.3.7 Einsatz der Bakterien als Adsorbens und Deckschichtbildner 
Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob der Zusatz von Bakterien zu der Molke die 
Phagenretention während der Filtration beeinflussen kann. Es wurden sowohl intakte 
als auch thermisch und mechanisch inaktivierte Bakterienzellen eingesetzt. 
 
4.3.7.1 Adsorption der Bakteriophagen an thermisch inaktivierte Bakte-
rien 
Bevor die Bakterien als Phagen-Adsorbens in den Filtrationsversuchen eingesetzt 
wurden, sollte die Adsorptionsleistung der Phagen P008, P680, P369 und P897 an 
thermisch inaktivierte Bakterienzellen in Vorversuchen getestet werden. Die prozen-
 A  B
 
 A 
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tualen Adsorptionsraten der einzelnen Phagen sind in der Abbildung 4.13 mit 
(schwarz) und ohne (grau) Zusatz von CaCl2 dargestellt.  
In den Adsorptionsversuchen ohne Zugabe von CaCl2 wurden für drei Phagen (Aus-
nahme P369) höhere Adsorptionsraten an unerhitzte als an erhitzte Bakterien doku-
mentiert. Für die Phagen P008, P680 und P897 lagen die Adsorptionsraten zwischen 
63 - 81 % an unerhitzte Bakterien und zwischen 22 - 38 % an erhitzte Bakterienzel-
len. Die höchsten Adsorptionsraten zeigte der Phage P369 mit > 95 % sowohl an 
unerhitzte als auch an erhitzte Bakterien. Die Dauer der Hitzebehandlung der Wirts-
bakterien hatte dabei keinen Einfluss auf die Adsorptionsleistung der Phagen.   
Die Zugabe von CaCl2 führte bei drei Phagen (P008, P369 und P897) zu einer Stei-
gerung der Adsorption an unerhitzte und erhitzte Bakterien. Eine Ausnahme bildete 
der hitzeresistente Phage P680, bei dem der Zusatz von CaCl2 keinen Einfluss auf 
die Adsorptionsleistung hatte.  
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Abb. 4.13: Adsorption der Phagen P008, P369, P680 und P897 an unbehandelte (Referenz) und an 
für 30, 60 und 120 min bei 63 ˚C erhitzte Wirtszellen. Die Adsorption erfolgte ohne (grau) und mit 
(schwarz) Zusatz von 10 mM CaCl2. Alle Versuche wurden in dreifach-Bestimmung durchgeführt. 
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4.3.7.2 Adsorption der Bakteriophagen an mechanisch inaktivierte Bakte-
rien 
In weiteren Versuchen wurde die Phagenadsorption an mechanisch zerstörte (inakti-
ve) Bakterien überprüft (Abb. 4.14). Die Adsorption der Phagen P008, P680 und 
P897 an zermahlene Bakterien war im Vergleich zu der Adsorption an erhitzte Bakte-
rien deutlich höher (61 – 99 % an intakte und 85 – 95 % an zermahlene Bakterienzel-
len). Der Phage P369 zeigte erneut eine nahezu komplette Adsorption von über 
99 % sowohl an intakte als auch an zermahlene Bakterienzellen (Abb. 4.13). Der Un-
terschied zwischen der Adsorption der Phagen mit und ohne Zugabe von CaCl2 war 
bei allen vier Phagen sehr gering (max. 8 % bei der Adsorption des Phagen P008 an 
unbehandelte Bakterienzellen). 
 
 
 
Abb. 4.14: Adsorption der Phagen P008, P369, P680 und P897 an intakte (Referenz) und zermahlene 
Bakterien (Probe). Die Adsorptionsversuche erfolgten ohne (grau) und mit (schwarz) Zusatz von 10 
mM CaCl2. 
 
4.3.7.3 Elektronenmikroskopie der Phagenadsorption an thermisch und 
mechanisch inaktivierte Bakterien 
Die Adsorption der vier Phagen an intakte, erhitzte und mechanisch zermahlene Bak-
terien ist in der Abbildung 4.15 anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen dar-
gestellt. Die erhitzten Bakterienzellen zeichneten sich stark durch die dunkle Färbung 
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aus, die durch eine schnelle Aufnahme des Kontrastmittels während der Zellpräpara-
tion bedingt war. Der Großteil der Bakterienzellen zeigte zudem eine signifikante 
Schrumpfung. 
Bei den mechanisch inaktivierten Zellen hatte sich eine dichte Matrix aus "klebrigem" 
Zellmaterial gebildet, sodass die Phagen auf den Zelltrümmern haften konnten. Dies 
war vermutlich auch für die höheren Adsorptionsraten der Phagen an die zermahle-
nen Bakterien ausschlaggebend.  
 
 
 Intakt Erhitzt Zermahlen 
P008 
   
P680 
   
P369 
   
P897 
   
 
Abb. 4.15: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Phagen P008, P680, P369 und 
P897 nach Adsorption an intakte, erhitzte und zermahlene Bakterienzellen. 
 
Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen lässt sich zusammenfassen, dass die 
Phagen deutlich höhere Adsorptionsraten an mechanisch als an thermisch inaktivier-
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te Bakterienzellen zeigen. Nur durch die Zugabe von CaCl2 wurde eine vergleichbare 
Adsorption der Phagen an thermisch inaktivierte Zellen erreicht (Ausnahme P680).  
 
4.3.7.4 Filtration unter Einsatz der Bakterien als Adsorbens und Deck-
schichtbildner 
Um zu überprüfen, ob die Phagenretention und die Molkenproteinpermeation durch 
den Einsatz von Bakterien als Adsorbens und Deckschichtbildner gesteigert werden 
kann, wurden Filtrationen mit nativer Molke unter Zusatz verschiedener un- und be-
handelter Bakterien durchgeführt. In der Abbildung 4.16 sind die Ergebnisse der ein-
zelnen Phagenfiltrationsexperimente in Abhängigkeit von der Membrantrenngrenze 
(300 kDa und 500 kDa) dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
Die Filtration mit der Referenzmolke (ideale Molke, schwarz) führte zu einer Phagen-
retention von 3,7 (300 kDa) und 1,3 log-Einheiten (500 kDa). Die Permeation der 
Gesamtmolkenproteine lag bei 51 % für die 300 kDa-Membran und 74 % für die 500 
kDa-Membran. In dem zweiten Ansatz (hellgrau gestrichelt), in dem die Bakterienzel-
Abb. 4.16: Vergleich der P008-Phagenreduktion (A) und der Gesamtmolkenproteinpermeation (B) 
nach der Filtration mit einer 300 kDa- und 500 kDa-Membran: native Molke = Referenzmolke 
(schwarz); native Molke mit Zusatz von Bakterien, beides pasteurisiert (hellgrau gestrichelt); native 
Molke mit Zusatz von pasteurisierten Bakterien (grau gestrichelt); native Molke mit Zusatz von leben-
den Bakterien (hellgrau gekreuzt); native Molke mit Zusatz von mechanisch inaktivierten Bakterien 
(dunkelgrau). Die Nachweisgrenze der Phagen lag bei 10
1
 PbE/ml. Der Versuch wurde in dreifach-
Bestimmung durchgeführt. Die Filtration wurde bei einem Transmembrandruck von 0,2 MPa und einer 
Temperatur von 20 °C für insgesamt 15 min durchgeführt. *Reduktion ist signifikant unterschiedlich zur 
nativen Molke (P < 0.05), (Samtlebe et al., 2017). 
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len zusammen mit der nativen Molke pasteurisiert wurden, stieg die Phagenretention 
auf 5,6 (300 kDa) bzw. 2,5 log-Einheiten (500 kDa) an. Die Proteinpermeation lag bei 
beiden Membranen bei ca. 50 % und war vor allem bei der 500 kDa-Membran signi-
fikant niedriger im Vergleich zu der Referenzmolke. Im dritten Ansatz (grau gestri-
chelt), in dem die native Molke mit pasteurisierten Bakterien gespikt wurde, lag die 
Phagenretention über den Werten der Referenzmolke jedoch unter der Retention des 
zweiten Ansatzes. Für die beiden Ansätze mit Zusatz von lebenden Bakterien (hell-
grau gekreuzt) und mit Zusatz von mechanisch inaktivierten Bakterien (dunkelgrau) 
war die Phagenretention sehr ähnlich, jedoch wurde nur für den letzten Ansatz mit 
der 300 kDa-Membran eine signifikant höhere Phagenretention im Vergleich zu der 
Referenzmolke erreicht.  
 
4.3.8 Bestimmung der Oberflächenladung der Phagen  
Die Oberflächenladung der Phagen wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese be-
stimmt bzw. abgeschätzt. Phagen P008, KSY1, P369, P897 und P001, die für die 
Filtrationsversuche eingesetzt wurden und unterschiedliche Morphologie zeigten, 
wurden in die Untersuchung einbezogen. Da die Oberflächenladung für die Laufrich-
tung der Phagen im Agarosegel (entweder zur Anode oder zur Kathode) entschei-
dend sein sollte, wurden die Phagen auf ein Agarosegel aufgetragen, in dem die 
Probentaschen in der Mitte platziert wurden. Dies sollte zuerst eine allgemeine Aus-
sage über eine positive oder negative Oberflächenladung der Phagen liefern.   
Für alle fünf untersuchten Phagen wurde eine negative Ladung dokumentiert. Die 
Stärke der negativen Ladung konnte jedoch nicht durch die Gegenüberstellung der 
Laufhöhe der Banden und der Phagenmorphologie (Abb. 4.17) bestimmt werden. Die 
beiden Podoviridae Phagen KSY1 und P369 (sehr kleiner Schwanz) konnten im Gel 
weiter wandern und müssten somit stärker negativ geladen sein als die drei ge-
schwänzten Siphoviridae Phagen P008, P897 und P001. Allerdings könnten auch die 
längeren Schwänze der drei letzteren Phagen die Wanderungsgeschwindigkeit ver-
ringern.  
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Vor dem Auftragen auf ein Agarosegel wurden die Phagen mit DNase behandelt. 
Dies sollte sicherstellen, dass es sich bei den mit Ethidiumbromid angefärbten Ban-
den tatsächlich um intakte Phagen und nicht um freie DNA handelte. Zur weiteren 
Überprüfung wurde eine benachbarte ungefärbte Bande (in Abb. 4.18 für den Pha-
gen P008 gezeigt) in mehrere kleine Segmente unterteilt und in jeweils 1 ml SM-
Puffer (Maniatis et al., 1989) resuspendiert und die Konzentration an infektiösen 
Phagen bestimmt. Wie in der Abbildung 4.18 angegeben, wurde auf der Höhe der 
angefärbten Bande der höchste Phagentiter von 6 x 107 PbE/ml dokumentiert. Die 
Segmente oberhalb und unterhalb der Bande zeigten bereits deutlich niedrigere Titer 
von 3 x 106 bzw. 4 x 106 PbE/ml SM-Puffer und nahmen mit zunehmender Distanz 
zur hochtitrigen Zentralbande weiter ab. Damit wurde bestätigt, dass es sich bei der 
angefärbten Bande um die Hauptbande mit infektiösen Phagen handelt. 
Abb. 4.17: Agarose-Gelelektrophorese (0,5 %) der Phagen P008, 
KSY1, P369, P897 und P001 mit den Probentaschen an der Anoden-
seite. Alle Proben wurden mit DNase (30 min) vorbehandelt. Die Lauf-
zeit betrug 100 min bei 100 V. Die Phagenmorphologien sind unter den 
Bahnen aufgeführt. 
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4.4 Diskussion 
Die Filtrationsversuche mit unterschiedlichen Membrantrenngrenzen zeigten erwar-
tungsgemäß die niedrigstete Phagenreduktion bei der Verwendung der 500 kDa-
Membran. Überraschend waren jedoch die Filtrationen mit der 300 kDa- und 100 
kDa-Membranen, die keinen signifikanten Unterschied in der Phagenreduktion ge-
zeigt haben (3,7 und 4,4 log-Stufen). Die nominalen Porengrößen der Membranen 
liegen, laut dem Hersteller, bei 10 nm für die 100 kDa-Membran, bei 35 nm für die 
300 kDa-Membran und bei 50 nm für die 500 kDa-Membran (Pall Life Sciences, 
USA). Damit liegt nur die 500 kDa-Membran im Bereich des Kopfdurchmessers des 
Phagen P008. Die Phagen konnen somit in hoher Anzahl die Membran passieren, 
was durch niedrige Phagenreduktion in dem Versuch bestätigt wurde. Die Membran-
poren der 100 kDa- und 300 kDa-Membran sind jedoch deutlich kleiner als die Köpfe 
des Phagen P008, wodurch diese während der Filtration stärker zurückgehalten wer-
den müssten. Da die Porengrößenverteilung jedoch innerhalb der Membran variieren 
kann (laut dem Hersteller), konnten einige Phagenpartikel trotz des Größenunter-
schieds durch die Membran permeieren.  
Überraschenderweise war die Permeation der Molkenproteine durch die Membranen 
für α-LA höher als für β-LG. Da beide Proteine jedoch eine ähnliche Molekülgröße 
(ca. 5 nm) aufweisen, wurde auch eine ähnliche Permeation durch die Membran er-
wartet. Ein Unterscheidungsmerkmal der beiden Molkenproteine ist deren molekulare 
Struktur. β-LG verfügt über eine freie Thiolgruppe, die über Disulfidbindungen mitei-
Abb. 4.18: Agarose-Gelelektrophorese (0,5 %) infektiöser P008 Phagen. 
Angegeben sind die Phagentiter in den einzelnen Agaroseblöcken nach Re-
suspendierung in je 1 ml SM-Puffer.  
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nander interagieren und somit zu einer Oberflächenschicht auf der Membran führen 
können (Steinhauer et al., 2014; Almécija et al., 2007; Mourouzidis-Mourouzis & Ka-
rabelas, 2006; Kelly & Zydney, 1997). Zusätzlich könnte sich auf der Oberfläche der 
Membran eine Foulingschicht ausgebildet haben (Rezaei et al., 2011). Dieses Fou-
ling konnte jedoch nur durch die Molkenproteine selbst verursacht sein, da die einge-
setzte Molke frei von Fett, Starterkulturen und Caseinmicellen war (Almécija et al., 
2007, Toro-Sierra et al., 2011). Mehrere Autoren haben bereits von einer höheren 
Molkenproteinretention berichtet, die durch Ausbildung einer Foulingschicht auf der 
Membranoberfläche verursacht wird (Gésan-Guiziou et al., 1999, Piry et al., 2008, 
Piry et al., 2012). Dafür sprechen auch die rasterelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen einer 300 kDa-Membran nach der Reinigung (Abb. 4.12B). Es war eine 
deutlich ausgeprägte homogene Deckschicht (ca. 2 µm) auf der Oberseite der 
Membran erkennbar. Da die Membranen mehrmals für die Filtrationsversuche ver-
wendet wurden, ist eine Abnahme der Membranporosität bereits während der ersten 
Filtrationszyklen denkbar. Das Fouling könnte durch Abscheidung von Proteinparti-
keln und Bildung von Aggregaten auf oder innerhalb der Membran entstand sein, 
welche während des Reinigungsprozesses nicht entfernt werden konnten.  
Die Filtrationsversuche mit morphologisch unterschiedlichen Phagen zeigten keine 
Abhängigkeit der Titerreduktion von der Schwanzlänge der Phagen, da kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den geschwänzten Phagen gemessen werden konnte. 
Dies steht im Gegensatz zu den Arbeiten von Bakhshayeshi et al. (2011), die von 
einer Rückhaltung der Phagen durch die Polyethersulfonmembranen berichtet ha-
ben. Die Titerreduktion bei besonders großen Phagenkapsiden wie dem KSY1 wurde 
jedoch während der Filtration verstärkt. Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde 
zusätzlich die generelle Oberflächenladung der L. lactis Phagen bestimmt. Dabei 
wurde für alle fünf untersuchten Phagen eine negative Ladung ermittelt. Grundsätz-
lich können die isoelektrischen Punkte der Phagen sehr variieren. Michen & Graule 
(2010) und Anany et al. (2011) haben gezeigt, dass die isoelektrischen Punkte der 
meisten Viren unter pH 7 liegen. Somit lässt sich vermuten, dass die unterschiedli-
chen Retentionen der Phagen auch auf die unterschiedlichen Wechselwirkungen mit 
den negativ geladenen Membranen zurückzuführen sind (Holder et al., 2013; Huotari 
et al., 1999). 
Die Adsorptionsversuche der Phagen an erhitzte Bakterien haben für zwei (P008 und 
P680) der vier untersuchten Phagen reduzierte Adsorptionsraten ergeben. Dies un-
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terscheidet sich von den Untersuchungen von Binetti et al. (2002) und Geller et al. 
(2005), wonach die Adsorptionskapazität der Phagen nicht von der Intaktheit der 
Wirtszellen abhängt. Die Phagen P008 und P680 sind beide Phagen der L. lactis 
936-Gruppe, die an einem spezifischen Zellwand-Polysaccharid (CWPS) an der Bak-
terienoberfläche adsorbieren. Durch den Zusatz von CaCl2 ist die Adsorptionsrate 
des P008 von ca. 35 % auf ca. 95 % gestiegen. Dass die Anwesenheit zweiwertiger 
Kationen (Ca2+ oder Mg2+) im Medium die Adsorption von Phagen an die Bakterien-
oberfläche zusätzlich begünstigt, wurde bereits von anderen Autoren beschrieben 
(Geller et al., 2005; Watanabe & Takesue, 1972). Dies konnte jedoch nicht für den 
hitzeresistenten Phagen P680 gezeigt werden.  
Deutlich höhere Adsorptionsraten der Phagen wurden an mechanisch inaktivierte 
Zellen gemessen. Über 80 % Adsorption wurde für alle vier Phagen beobachtet. Für 
den Phagen P680 lag die Adsorption sogar über der Adsorptionsrate der Referenz-
probe. Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Studien überein, die von Adsorptions-
raten der Phagen an Zelltrümmer von über 90 % berichteten (Binetti et al., 2002, 
Quiberoni & Reinheimer, 1998). Die höheren Adsorptionsraten könnten damit zu-
sammenhängen, dass durch die mechanische Zermahlung der Bakterien der Zellin-
halt und damit auch die DNA der Zellen freigesetzt werden und zur Verklebung der 
Phagen führen. Diese Annahme wurde auch durch elektronenmikroskopische Bilder 
der Phagenadsorption an mechanisch inaktivierte Zellen bestätigt (Abb. 4.15). Zu-
dem muss eine ausreichend große Oberfläche mit den Rezeptorbindestrukturen vor-
liegen, damit ein Phage an der Zelloberfläche einer Bakterienzelle irreversibel binden 
kann (Mahony et al., 2016; Heller et al., 2011). Dies war durch die Entstehung einer 
Vielzahl von Zelltrümmern gegeben.   
Durch die Filtrationsversuche mit unterschiedlichen Molkenansätzen sollte die Funk-
tion der Bakterien als Adsorbens und Deckschichtbildner untersucht werden. Der 
zweite Ansatz (pasteurisierte Molke und Bakterien) sollte die industriellen Bedingun-
gen widerspiegeln, wenn die Käsemolke vor der Weiterverarbeitung pasteurisiert 
wird. Es kommt jedoch vor, dass der Pasteurisierungsschritt weggelassen wird, da 
dies zur Denaturierung der Molkenproteine führen kann (vierter Ansatz – Molke mit 
intakten Bakterien). Ausgehend von der gestiegenen Phagenreduktion und der ge-
ringeren Molkenproteinpermeation des zweiten Ansatzes im Vergleich zu der Refe-
renzmolke lässt sich schlussfolgern, dass die Pasteurisierung zur Aggregation der 
Molkenproteine führt (Steinhauer et al., 2015b; Kessler, 2002) und diese eine Ober-
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flächenschicht auf der Membran ausbilden (Steinhauer et al., 2015a; Steinhauer et 
al., 2015b; Shirasaki et al., 2008). Die niedrigeren Phagenretentionen des dritten An-
satzes (mit pasteurisierten Bakterien) im Vergleich zu den höheren Retentionen des 
fünften Ansatzes (mit mechanisch inaktivierten Zellen) - vor allem mit der 300 kDa-
Membran - spiegeln zudem sehr gut die Ergebnisse der Adsorptionsversuche wieder 
(siehe Kap. 4.3.6.2 und Kap. 4.3.6.3).   
Sehr verwunderlich war die geringe Langzeitstabilität einiger Phagenaufarbeitungen, 
bei denen eine deutliche Reduktion der Phagentiter um mehrere log-Einheiten regis-
triert wurde. Die Aufreinigung und Aufkonzentrierung dieser Phagen erfolgte über 
Cäsiumchlorid-Gradienten. Es ist die beste und effektivste Methode zur Herstellung 
hochtitriger Phagensuspensionen (Kleiner et al., 2015; Sambrook & Russell, 2001). 
Eine mögliche Ursache für den Titerabfall konnten die transmissionselektronenmik-
roskopischen Bilder liefern (Abb. 4.9). Demnach kam es im Verlauf der Lagerung zu 
deutlichen Aggregatbildungen der Phagen. Zudem wurden vermehrt defekte Phagen 
mit leeren Köpfen oder fehlenden Tails detektiert. Auch Taylor & Goldberg (1971) 
haben bereits eine Instabilität der Phagen in CsCl dokumentiert. 
 
4.5 Schlussfolgerungen 
Grundsätzlich lässt sich schlussfolgern, dass eine gute Phagenretention mit gleich-
zeitig guten Molkenproteinpermeation mittels eines Membranfiltrationsverfahrens 
möglich ist. Die Membrantrenngrenzen von 300 kDa stellte den besten Kompromiss 
hinsichtlich der Phagenretention (3,7 log-Einheiten) und Molkenproteinpermeation  
(α-LA ca. 40 % und  β-LG ca. 60 %) dar. Neben der Porengröße der Membran 
scheint auch die Phagenmorphologie eine Rolle zu spielen, da v. a. besonders große 
Phagen wie der KSY1 von der Membran besser zurückgehalten werden. Die 
Schwanzlänge der Phagen spielt dagegen eine eher untergeordnete Rolle. Die Wirk-
samkeit der Phagenfiltration kann auch durch die Pasteurisation der Molke unter Zu-
satz von ebenfalls pasteurisierten Bakterien verbessert werden, da diese eine Fou-
lingschicht auf der Membran ausbilden. Allerdings stellen auch mechanisch inakti-
vierte Bakterienzellen in der Molke eine gute Möglichkeit dar, die Phagenretention zu 
verbessern und gleichzeitig eine akzeptable Proteinpermeation zu erzielen.     
   
 
  
 
 
Kapitel 5 
 
Einfluss einer Phageninfektion auf das Meta-
bolom von Milchprodukten nach Fermentation 
mit einer Leuconostoc-Aromakultur 
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5.1 Einleitung 
Leuconostoc-Aromastämme stellen zusammen mit L. lactis-Säuerungskulturen die 
komplexen undefinierten Vielstamm-Starterkulturen dar. Diese werden in einigen 
Ländern wie Deutschland und Dänemark noch sehr häufig für die Herstellung fer-
mentierter Milchprodukte verwendet. Vor allem kleinere Molkereien greifen vermehrt 
zu diesen komplexen Vielstammkulturen, da nur damit ein großes Spektrum an un-
terschiedlichen Käsespezialitäten hergestellt werden kann. Dazu gehören insbeson-
dere oberflächengereifte Käse und Edelschimmel-Käse. Dagegen werden in anderen 
Ländern nur definierte Einzel- oder Mehrstammkulturen verwendet, die ausschließ-
lich aus L. lactis Stämmen bestehen, wie beispielsweise die Cheddar-Produktion in 
Irland, UK und der USA.  
Leuconostoc-Stämme sind in den komplexen Starterkulturen mit 1-10 % aller Stäm-
me in der Minderzahl vertreten (Hemme und Foucaud-Scheunemann, 2004). Den 
Hauptteil der Kultur bilden die L. lactis Stämme, die zu Beginn einer Fermentation 
bereits proteolytisch aktiv sind und homofermentativ Lactose zu Milchsäure abbauen. 
Erst wenn der pH-Wert unter 6,0 gesunken ist, setzt der Metabolismus der proteoly-
tisch schwachen Leuconostoc Stämme ein. Diese vergären heterofermentativ und 
bilden aus Lactose neben Milchsäure vor allem CO2, Ethanol sowie weitere Aro-
mastoffe wie Diacetyl und Acetaldehyd. Die Aromastoffe werden hauptsächlich im 
Zuge der Citratverstoffwechslung in der Milch produziert (Cogan und Jordan, 1994, 
Pogacic et al., 2015) und können neben Leuconostoc auch von den L. lactis ssp. lac-
tis biovar. diacetylactis Stämmen gebildet werden (Hugenholtz et al., 1993).  
Die Fähigkeit der Leuconostoc-Stämme zur Aromastoffbildung führt dazu, dass sich 
spezifische Bakteriophageninfektionen unmittelbar auf das Aromaprofil der fermen-
tierten Produkte negativ auswirken. Zudem ist eine verminderte Lochbildung oder 
eine fehlerhafte Textur bei einigen Käsesorten die Folge. Da die für die Säuerung 
verantwortliche L. lactis Hauptkultur nicht betroffen ist, ist bei diesen Phageninfektio-
nen nicht mit Säuerungsstörungen zu rechnen. Dies führt jedoch häufig dazu, dass 
die Bakteriophageninfektionen in den fermentierten Produkten nicht oder nur sehr 
spät (z.B. bei der Käsereifung) entdeckt werden.  
Leuconostoc-Phagen aus Molkereiproben wurden bereits umfassend beschrieben 
(Atamer et al., 2011; Ali et al., 2013; Kot et al., 2013; Kot et al., 2014b). Sie wurden 
aus Molke, Käse, Salzlake und Butter isoliert, typisiert und hinsichtlich ihrer thermi-
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schen Inaktivierung charakterisiert. Vergleichsweise wenige Arbeiten finden sich da-
gegen zu den organoleptischen bzw. metabolomischen Veränderungen der Produk-
te, die durch eine Phageninfektion verursacht wurden. Samtlebe et al. (2012) konn-
ten mit einem Sensorikversuch zeigen, dass eine Phageninfektion der Leuconostoc-
Kulturen die organoleptischen Eigenschaften der fermentierten Milch beeinflusst. Ar-
beiten zu quantitativen Aromaveränderungen während der Milchfermentation und bei 
der Käseherstellung im Zusammenhang mit einer Bakteriophageninfektion sind da-
gegen nicht vorhanden. Somit war die Zielsetzung dieser Arbeit, Fermentationsver-
suche mit definierten Starterkulturen und Leuconostoc-Bakteriophagen durchzufüh-
ren, um so die negativen Effekte, die aus einer Phageninfektion der Aromakultur re-
sultieren, besser beschreiben zu können. Weiterhin sollten Käsereiversuche im 100 l 
Maßstab durchgeführt werden, um einen möglichen Einfluss einer Phageninfektion 
auf die Aromaentwicklung während der Käsereifung zu untersuchen. Schließlich soll-
ten die charakteristischen „Aroma-Fingerprints“ der hergestellten Sauermilch- und 
Käseproben durch eine klassische Sensorikprüfung und mittels einer elektronischen 
Nase analysiert werden. 
 
5.2 Material und Methoden 
5.2.1 Herstellung der fermentierten Milchprodukte 
Der Einfluss einer Phageninfektion der Aro-
makultur auf die Aromaentwicklung wurde in 
den Testsystemen Sauermilch und Käse un-
tersucht. Bei der Herstellung der Sauermilch-
proben wurden 100 ml H-Milch (1,5 % Fett) 
auf 30 °C temperiert und mit Milchsäurebakte-
rien über 9-10 h fermentiert. Es wurden zwei 
verschiedene Fermentationen (Kontroll- und 
Testansatz) durchgeführt. Beide Ansätze wur-
den mit einem L. lactis Säuerungskulturstamm 
und einem Ln. pseudomesenteroides Aromakulturstamm (10:1 Kulturenmix) 1 %ig 
beimpft. Bei dem Testansatz wurde jedoch direkt nach der Zugabe der Starterkultur 
die Milch mit dem Ln. pseudomesenteroides Phagen P793 (Abb. 5.1) infiziert. Die 
Abb. 5.1: Transmissionselektronenmikros-
kopische Aufnahme des Ln. pseudo-
mesenteroides Phagen P793. 
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eingesetzte Phagenkonzentration lag bei 106 PbE/ml, was einer MOI (multiplicity of 
infection) von ca. 1 entsprach. Die Versuchsansätze mit und ohne Phagenzusatz 
sind in der Tabelle 5.1 zusammengestellt.  
 
Tabelle 5.1: Übersicht über die verwendeten Starterkulturenstämme in den Sauermilch- und Käse-
Versuchsansätzen 
 Kontrollansatz Testansatz 
Kultur Konz. Kultur Konz. 
Sauer
er-
milch 
100 ml 
Milch 
 
L. lactis Säuerungskultur:  
a. L. lactis ssp. lactis Lc112-1 
b. L. lactis ssp. cremoris 8/0-49  
c. L. lactis ssp. lactis biovar. 
diacetylactis F7/2 
90 % L. lactis Säuerungskultur:  
a. L. lactis ssp. lactis Lc112-1 
b. L. lactis ssp. cremoris 8/0-49  
c. L. lactis ssp. lactis biovar.    
diacetylactis F7/2 
90 % 
Ln. pseudomesenteroides Aro-
makultur BM2 
 
 
10 % Ln. pseudomesenteroides Aroma-
kultur BM2 
10 % 
Ln. pseudomesenteroides Phage 
P793  
MOI=1 
Käse 
100 L 
Milch 
O-Säuerungsstarterkultur Flo-
ra
TM
 C160* 
90 % O-Säuerungsstarterkultur Flora
TM
 
C160* 
90 % 
Ln. pseudomesenteroides Aro-
makultur BM2 
10 % Ln. pseudomesenteroides Aroma-
kultur BM2 
10 % 
Ln. pseudomesenteroides Phage 
P793  
MOI=1 
* Die O-Startersäuerungskultur enthält nur Laktokokkenstämme aber keine L. lactis ssp. lactis biovar. 
diacetylactis oder Leuconostoc-Aromastämme. 
 
Zur Herstellung von Käse vom Edamertyp (45 % Fett) wurden 100 l pasteurisierte 
Milch (Herkunft: Versuchsgut Schädtbek) eingesetzt und mit einem Staterkulturen-
Mix von einer kommerziellen O-Säuerungsstarterkultur (FloraTM C160, Chr. Hansen 
GmbH) und einer Ln. pseudomesenteroides Aromakultur (BM2) beimpft. Auch hier 
wurden zwei verschiedene Modellkäse produziert. Während der Kontrollansatz 
lediglich mit der Starterkultur beimpft wurde, wurde bei dem Testansatz ähnlich wie 
bei den Sauermilchversuchen die Aromakultur mit dem Leuconostoc-Phagen P793 
gezielt infiziert (Tabelle 5.1).  
 
5.2.2 Bestimmung der Lebendkeimzahl und der Phagentiter 
Die Bestimmung der L. lactis Lebendkeimzahlen erfolgte auf M17-Agar (versetzt mit 
0,5 % Lactose und 0,1 % Glycin). Zur Bestimmung der Ln. pseudomesenteroides 
Lebendkeimzahlen wurde MRS-Agar (Adams, 1959) mit Vancomycin (100 µg/ml) 
verwendet, auf dem ausschließlich Vancomycin-resistente Leuconostoc-Kulturen 
wachsen können. Dabei wurde eine serielle Verdünnungsreihe von den Kulturen er-
stellt und jeweils 100 µl jeder Verdünnungsstufe in eine leere Petrischale pipettiert. 
Anschließend wurden ca. 12 – 15 ml des jeweiligen Agar (50 °C) mit in die Petrischa-
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le gegeben und unter sanften Schwenken die Kultur in dem Agar verteilt. Inkubiert 
wurden die Platten bei 30 °C für 48 h.  
Der Phagentiter wurde auf MRS-Agar bestimmt. Dabei wurden je 100 µl einer seriell-
verdünnten Probe zur 300 µl Leuconostoc Kultur und 100 µl 40 mM CaCl2 hinzuge-
fügt, nach 10-min Adsorptionszeit mit 3 ml Weichagar (50 °C) vermischt und auf eine 
MRS-Unterschichtagarplatte gegossen (vgl. Kapitel 2.2.6.3). Die Platten wurden bei 
30 °C für 24 Stunden inkubiert.  
 
5.2.3 Elektronische Nase 
Die elektronische Nase (PEN2, WMA Airsense Analytics, Inc., Schwerin) wurde kon-
zipiert, um flüchtige organische Verbindungen und Gase zu messen und zu analysie-
ren (Abb. 5.2) (Müller von Blumencron et al., 2015). Dazu gehört eine mit dem Er-
lenmeyerkolben verbundene Apparatur zur Entnahme des Dampfraumgases, ein mit 
dem Sensor-Array ausstatteten Detektor und eine mit dem Computer verbundene 
Muster-Erkennungs-Software „WinMuster v.3.0“. 
 
 
 
Abb. 5.2: (A) Elektronische Nase (Mitte) mit Probenmesskolben im Wasserbad (links) und EDV-
Auswertung (rechts); (B) Gummipfropfen mit einer Kanüle zur Entnahme des Messgases. 
     
Bei den Sensoren (Array) handelt es sich um 10 verschiedene Metalloxidsensoren 
(Tabelle 5.2) mit einer guten Selektivität für schwefelhaltige organische Komponen-
ten, Methan, Wasserstoff, Alkohol und Kohlenwasserstoff. Das Messgas wurde über 
eine interne Pumpe angesaugt und über den Sensorarray geleitet. Mit einer zweiten 
Pumpe wurde gefilterte Referenzluft (Null-Luft) zum Sensorarray gebracht und dort 
zum Spülen des Systems genutzt. Die Sensorantwort wurde durch den elektrischen 
Widerstand (Ohm) der flüchtigen Komponenten angegeben. Die Betriebstemperatur 
A B 
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der Sensoren lag bei 300 °C (Lorenzen et al., 2013). Die Temperatur der elektroni-
schen Nase (Gehäuse) erreichte eine Temperatur von 31-35 °C. 
 
Tabelle 5.2: MOS-Sensoren der PEN2 (Quelle: Airsense Analytics, Schwerin; modif. nach MA Scholle, 
2015) 
Sensor-
Nr. 
Sensor-
Bezeichnung  
Allgemeine Beschreibung  
1  W1C  
aromatic  
aromatische Verbindungen  
2  W5S  
broadrange  
sehr empfindlich, breites Detektionsspektrum, Reaktion auf Stickoxi-
de und Ozon sehr empfindlich mit negativem Signal  
3  W3C  
aromatic  
Ammoniak, aromatische Verbindungen  
4  W6S  
hydrogen  
vorwiegend Wasserstoff, selektiv (Atemgase)  
5  W5C  
arom-aliph  
Alkane, aromatische Verbindungen, weniger polare Verbindungen  
6  W1S  
broad-methane  
sensitiv für Methan (Umwelt) bei ca. 10 ppm, breites Detektionsspekt-
rum, ähnlich zu Sensor Nr. 8  
7  W1W  
sulphur-organic  
Reaktion auf schwefelhaltige Verbindungen (H2S 0,1 ppm), zudem 
sensitiv für viele Terpene und Organoschwefelverbindungen, die 
wichtig für den Geruch sind (u.a. Limonene, Pyrazine)  
8  W2S  
broad-alcohol  
detektiert Alkohole, partiell aromatische Verbindungen, breites Detek-
tionsspektrum  
9  W2W  
sulphur-chlor  
aromatische Verbindungen, Organoschwefelverbindungen  
10  W3S  
methane-aliph  
reagiert auf hohe Konzentrationen >100 ppm, manchmal sehr selek-
tiv für Methan  
 
5.2.4 Versuchsaufbau 
Vom Kontroll- und Testansatz wurden vier Sauermilchproben bzw. drei Käseproben 
analysiert. Die Einwaage der Proben erfolgte in einem 500 ml Erlenmeyerkolben zu 
je 10 g, wobei die Käseproben zuvor mit einer groben Küchenreibe zerkleinert wur-
den. Anschließend wurden die Proben bei 4 °C gekühlt und erst 15 min vor der Mes-
sung in ein auf 25 °C temperiertes Wasserbad überführt. Die Kolben wurden mit ei-
nem Gummipfropfen (mit zwei Bohrungen für zwei Kanülen) abgedichtet (siehe Abb. 
5.2). Eine Kanüle diente zur Verbindung zur Elektronischen Nase, die andere war mit 
einem Aktivkohlefilter ausgestattet und sorgte für die Zufuhr gefilterter Raumluft. 
Während der Messung wurde das Probengas aus den Kolben 49 s angesaugt und 
bei einer Flussrate von 400 ml/min über die Sensoren geleitet. Anschließend wurden 
die Sensoren regeneriert (Spülphase), indem die Umgebungsluft angesaugt und über 
die Aktivkohle gefiltert wurde. Dies erfolgte bei einer Flussrate von 600 ml/min. Nach 
180 s erreichten die Sensorsignale wieder den Nullwert (Verhältnis von Leitwert G zu 
Leitwert G0 entsprach 1) d.h. der elektrische Widerstand blieb konstant (Lorenzen et 
al., 2013).  
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Durch die Abkoppelung der Transferleitung vom Kolben während der Spülphase soll-
te verhindert werden, dass Komponenten des Dampfraumes in den Aktivkohlefilter 
gelangen und nachfolgende Messungen durch Kontamination verfälscht werden. Die 
Messung der Proben wurde in rotierender Reihenfolge durchgeführt (1.1; 2.1; 3.1; 
4.1 – 1.2; 2.2; 3.2; 4.2 – usw.). 
 
5.2.5 Sensorische Prüfung – Dreieckstest 
Der Dreieckstest (auch Triangeltest) ist ein Differenztest (DIN ISO 4120) und wurde 
zur Überprüfung der sensorischen Unterschiede zwischen dem Kontrollansatz und 
dem Testansatz von Käse eingesetzt. Bei dem Test wurden drei Proben, die nach 
dem Zufallsprinzip mit dreistelligen Zahlen gekennzeichnet wurden, in Form eines 
Dreiecks aufgestellt. Zwei der drei Proben waren identisch und die abweichende 
Probe sollte ermittelt werden.  
Die Käseproben wurden in gleichgroße Stücke geschnitten und in Gefäße (Petrischa-
le) gleicher Form und Farbe gelegt. Der Test wurde vom Prüfpanel mit 34 Teilneh-
mern durchgeführt. Die Ergebnisse wurden nach der DIN-Norm 4120 ausgewertet 
und es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von α = 0,05 festgelegt. 
 
 
5.3 Ergebnisse 
5.3.1 Einfluss einer Leuconostoc Phageninfektion auf die Aromaentwick-
lung in Sauermilch  
Um die Aromaprofile der verschiedenen Sauermilchproben voneinander zu unter-
scheiden, wurde die Hauptkomponentenanalyse (PCA - principal component analy-
sis) angewendet. Die PCA ist ein lineares Verfahren, welches genutzt wird umfang-
reiche Datensätze zu strukturieren und zu vereinfachen, indem eine Vielzahl statisti-
scher Variablen auf eine geringere Zahl reduziert wird. Die Klassifizierung der Pro-
ben mittels PCA bezieht sich dabei nicht auf vorbestimmte Gruppen, sondern ledig-
lich auf die Varianz des Datensatzes (Ampuero und Bosset, 2003). Die Ergebnisse 
einer PC-Analyse werden in Form eines PCA-Plots dargestellt. Dabei handelt es sich 
um ein einfaches Streudiagramm, wobei nah beieinanderliegende Punkte ähnliche 
Werte auf allen Sensoren aufweisen. Die Plots bilden die Messungen der Sensor-
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antworten (G/G0) über den Messzeitraum von 30 bis 32 s (Plateau) ab und konnten 
stets eine Varianzerklärung des Datensatzes von mind. 90 % erzielen.  
In der Abb. 5.3 ist ein PCA-Plot von verschiedenen Sauermilch-
Fermentationsansätzen gezeigt, die mit einem L. lactis Stamm und einem Ln. pseu-
domesenteroides Stamm BM2 bzw. einem mit dem Phagen P793 infizierten BM2 
Stamm beimpft wurden. Bei den L. lactis Stämmen handelte es sich um abwechselnd 
einen L. lactis ssp. lactis Stamm Lc112-1, L. lactis ssp. cremoris Stamm 8/0-49 und 
einen L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis Stamm F7/2. Die UHT-Milch diente bei 
der Darstellung der Proben als ein fester Kontrollbezugspunkt. Der PCA-Plot zeigt, 
dass alle Kontrollansätze ohne Phagenzugabe von den Testansätzen mit Phagenzu-
gabe differenzierbar sind, wobei den Unterschieden auf der 1. Hauptachse (Varianz 
92,81 %) eine größere Bedeutung beigemessen werden muss als den Unterschieden 
auf der 2. Hauptachse (Varianz 7,05 %). Der geringste Unterschied zwischen den 
Ansätzen mit und ohne Phagen konnte somit bei den Sauermilchproben beobachtet 
werden, die mit dem L. lactis ssp. lactis Stamm Lc112-1 angesäuert wurden (Abb. 
5.3). Eine deutlichere Differenzierung wurde bei den Sauermilchansätzen (mit und 
ohne Phagen) festgestellt, die mit L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis F7/2 ange-
säuert wurden. Insgesamt konnte jedoch keine eindeutige Gruppierung aller drei 
phageninfizierten Ansätze erfolgen (siehe Abb. 5.3).  
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Abb. 5.3: PCA-Plot von verschiedenen Sauermilchansätzen mit UHT-Milch als Kontrollbezugspunkt. 
Die Ansätze wurden mit je einem L. lactis Stamm und Ln. pseudomesenteroides Stamm BM2 im Ver-
hältnis 10:1 beimpft (s. Tabelle 1). Bei den Testansätzen wurde der Ln. pseudomesenteroides Stamm 
BM2 mit dem Phagen P793 infiziert. Anzahl der Messungen gleicher Probe (n) = 4. 
 
Um die Entwicklung der Aromabestandteile über den gesamten Fermentationsverlauf 
zu erfassen, wurden der Kontrollansatz und der phageninfizierte Sauermilchansatz 
ab der Zugabe der Starterkultur alle 30 min mit der Elektronischen Nase analysiert. 
In der Abb. 5.4A ist die Entwicklung der Aromakomponenten in Sauermilchfermenta-
tionen über einen Zeitraum von 10 h dargestellt. Nach anfänglich gleichen Messer-
gebnissen wurde eine Differenzierung zwischen dem Kontrollansatz (ohne Phagen - 
grün) und dem Testansatz (mit Phagen - rot) nach ca. sechs Stunden dokumentiert. 
Da die Differenzierung jedoch lediglich auf der 2. Hauptachse mit einer Varianz von 
0,9 % zu verzeichnen ist, handelt es sich hierbei um einen sehr geringfügigen Unter-
schied zwischen den beiden Ansätzen. Berücksichtigt man jedoch lediglich die letz-
ten 2,5 h der Fermentation, so ist ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden 
Ansätzen zu verzeichnen (Abb. 5.4B). Der pH-Wert entwickelte sich ebenfalls parallel 
in den beiden Ansätze und sank während der Ansäuerung von pH 6,6 in der Milch 
auf pH 5,4 nach sechs Stunden Fermentation und erreichte nach 10 h einen Wert 
von pH 4,6 in beiden Ansätzen (Abb. 5.5).  
  
   
  
  
 
L. lactis ssp. cremoris 8/0-49  
+ Phagen  
L. lactis ssp. lactis Lc112-1 
+ Phagen  
L. lactis ssp. lactis biovar.  
diacetylactis F7/2 + Phagen  
L. lactis ssp. lactis Lc112-1 
L. lactis ssp. lactis biovar.  
diacetylactis F7/2  
 
L. lactis ssp. cremoris 8/0-49  
UHT Milch 
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Abb. 5.4: (A) PCA-Plot zweier Sauermilchansätze 
mit L. lactis Stamm F7/2 und Ln. pseudomesente-
roides Stamm BM2, gemessen über einen Zeit-
raum von 10 Stunden (nicht lineare Zeitachse). (B) 
PCA-Plot der letzten 2,5 Stunden der Fermentati-
on.  Rot dargestellt ist der Ansatz mit der phagenin-
fizierten Leuconostoc-Kultur. Anzahl der Messun-
gen gleicher Probe (n) = 2. 
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Abb. 5.5: pH-Wert-Verlauf von Sauermilchansätzen mit L. lactis Stamm F7/2 und Ln. pseudomesente-
roides Stamm BM2, gemessen über einen Zeitraum von 10 h. Schwarz dargestellt ist der Ansatz mit 
der phageninfizierten Leuconostoc-Kultur.  
A 
B 
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Zusätzlich wurde die Entwicklung der Lebendkeimzahlen der L. lactis F7/2 und der 
Ln. pseudomesenteroides Kultur BM2, sowie der Titer des Phagen P793 über die 
Fermentationszeit von 10 h erfasst (Abb. 5.6). Da die Säuerungs- und Aromakultur in 
einem Verhältnis von 10:1 inokuliert wurden, betrug der Anfangskeimgehalt der Milch 
2x107 KbE/ml für L. lactis Kultur und 2x106 KbE/ml für die Leuconostoc Kultur. Wäh-
rend die Keimzahl der L. lactis Kultur im Verlauf der Säuerung in beiden Ansätzen 
um 2 log-Stufen anstieg, sank die Leuconostoc Keimzahl in dem Testansatz mit 
Phagen bereits nach zwei Stunden auf 104 KbE/ml. Nach weiteren fünf Stunden war 
diese Kultur nahezu komplett von Phagen inaktiviert (< 102 PbE/ml). Im Vergleich 
dazu stieg die Leuconostoc Keimzahl in dem Kontrollansatz im Verlauf der Säuerung 
um ca. 0,8 log-Stufen an. Der Phagentiter stieg im Testansatz von 2x106 PbE/ml in 
der Milch nach bereits zwei Stunden auf 9x108 PbE/ml und blieb im Verlauf der wei-
teren Säuerung konstant.  
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Abb. 5.6: Entwicklung der Keimzahlen in zwei Sauermilchproben (Kontrolle (K): ohne Phageninfektion) 
und der Phagentiter in einem Ansatz mit einer phageninfizierten Aromakultur. 
 
5.3.2 Einfluss einer Leuconostoc Phageninfektion auf die Aromaentwick-
lung im Käse 
Die Käsereiversuche wurden im kleinen Maßstab mit 100 l Milch durchgeführt und 
der hergestellte Käse anschließend mikrobiologisch und sensorisch untersucht.  
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5.3.2.1 Mikrobiologische Untersuchung 
In der Abb. 5.7 sind die Lebendkeimzahlen der L. lactis FloraTM C160 und Leucono-
stoc BM2 Kulturen über einen Zeitraum von sechs Wochen dargestellt. Auffällig ist 
der deutliche Anstieg der Keimzahlen im Käse verglichen mit den Keimzahlen in der 
Milch (N0). Der Anfangskeimgehalt im Käse (am Tag der Herstellung) betrug 2x10
9 
KbE/g (1x107 KbE/ml Milch) für L. lactis Kultur und 8x106 KbE/g (1x106 KbE/ml Milch) 
für die Leuconostoc Kultur. Die Phagenkonzentration in dem Testansatz betrug dabei 
3x106 PbE/g (1x106 PbE/ml Milch). Im Verlauf der 6-wöchigen Käsereifung kam es 
jedoch zu einer deutlichen Abnahme des Ln. pseudomesenteroides Keimgehalts in 
dem Testansatz auf 5x105 KbE/ml in Verbindung mit dem Anstieg der Phagenkon-
zentration auf 1x107 PbE/ml. Im Vergleich dazu stieg die Leuconostoc Keimzahl in 
dem Kontrollansatz von 1x106 KbE/ml in der Milch auf 2x107 KbE/g im Käse direkt 
nach der Herstellung und erreichte den höchsten Keimgehalt von 5x107 KbE/g nach 
2 Wochen Reifezeit. Im Verlauf weiterer 4 Wochen Reifung kam es jedoch zu einem 
Abfall der Keimzahl auf ca. 1x107 KbE/g. Die L. Lactis Kultur verhielt sich in beiden 
Ansätzen nahezu identisch und fiel von einem Anfangskeimgehalt von 2x109 KbE/g 
auf 1x108 KbE/g bzw. 2x108 KbE/g nach 6 Wochen Reifezeit (s. Abb. 5.7).  
 
 
Abb. 5.7: Entwicklung der Keimzahlen für Ln. pseudomesenteroides Stamm BM2 und L. lactis Kultur 
Flora
TM 
C160 sowie der P793-Phagentiter während der Käsereifung über 6 Wochen. Kontrolle: Ansatz 
ohne Phageninfektion. N0: Keimzahl der Milch; Nt: Keimzahl im Käse. 
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5.3.2.2 Sensorische Untersuchung – Elektronische Nase 
Die Abb. 5.8 zeigt die mit der Elektronischen Nase gemessenen PCA-Plots der bei-
den Käseproben nach einem Tag (A), zwei Wochen (B), vier Wochen (C) und sechs 
Wochen (D) Reifezeit. Rohmilch und Wasser dienten dabei als fixe Bezugspunkte für 
die Anordnung der Probenmesspunkte. Die beiden aus dem örtlichen Fachhandel 
bezogenen Käsereferenzproben (Edamer und Gouda) wurden zum Zeitpunkt der 
Käseherstellung gerieben und eingefroren und wurden ebenfalls als feste Bezugs-
punkte bei jeder Messreihe mit aufgenommen. Die PCA-Plots zeigen deutlich, dass 
sowohl kurz nach der Herstellung als auch im Verlauf der Reifung kein eindeutiger 
Unterschied zwischen den beiden Proben mittels elektronischen Nase festgestellt 
werden konnte, obwohl eine deutliche phagenbedingte Abnahme der Leuconostoc 
Keimzahl in dem Testansatz stattgefunden hatte. 
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Abb. 5.8: PCA-Plots der Käseproben, die mit einer L. lactis O-Starterkultur Flora
TM
 C160 und mit dem 
Ln. pseudomesenteroides Stamm BM2 produziert wurden. Bei der grau markierten Probe wurde der 
Leuconostoc Stamm mit dem Phagen P793 infiziert. Die PCA-Plots wurden nach 1 Tag (A), 2 Wochen 
(B), 4 Wochen (C) und 6 Wochen (D) Reifezeit erfasst. Kontrollbezugspunkte: Wasser, Rohmilch, 
Gouda und Edamer aus dem Einzelhandel. Anzahl der Messungen gleicher Probe (n) = 3. 
 
5.3.2.3 Sensorische Untersuchung – Dreieckstest 
Die sensorische Untersuchung der Käseproben wurde nach 6 Wochen Reifezeit 
durchgeführt. An der Prüfung nahmen 34 Personen teil. Die Mindestanzahl der benö-
tigten korrekten Antworten für die Feststellung eines signifikanten Unterschieds der 
Probe lag bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % bei 17 Antworten (laut DIN ISO 
4120). Wie der Abb. 5.9 zu entnehmen, konnte das Sensorikpanel einen signifikan-
ten Unterschied zwischen den beiden Proben (mit und ohne Phageninfektion) fest-
stellen und damit bestätigen, dass eine Phageninfektion der Leuconostoc Kultur zu 
Aromaveränderungen im Endprodukt führt.  
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5.4 Diskussion 
Die Ansäuerung der Milch durch unterschiedliche L. lactis Stämme zeigte eine sehr 
geringe Differenzierbarkeit der Ansätze bei den Untersuchungen mittels Elektroni-
scher Nase. Da die x-Achse der PCA-Plots den Hauptteil der Varianz erklärt, unter-
scheiden sich die Ansätze, die auf der x-Achse weit voneinander liegen, stärker als 
die Ansätze mit weiten Abständen auf der y-Achse. Die beiden Sauermilchansätze, 
die mit den Stämmen L. lactis ssp. lactis Lc112-1 und L. lactis ssp. cremoris 8/0-49 
angesäuert wurden, liegen auf der x-Achse sehr nah beieinander und sind folglich 
ähnlich in der Zusammensetzung der gemessenen Komponenten. Lediglich der An-
satz mit dem L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis F7/2 Stamm zeigte eine deutli-
che Varianz zu den beiden Stämmen. Dies ist dadurch zu erklären, dass die L. lactis 
ssp. lactis biovar. diacetylactis Stämme, Aromastoffe wie α-Acetolactat, Diacetyl, 
Acetoin und Butanediol bilden können (Hugenholtz et al., 1993). Dazu sind jedoch in 
den anderen Ansätzen lediglich die Leuconostoc-Stämme in der Lage. Betrachtet 
man nur alle phageninfizierten Ansätze, so konnte keine eindeutige Gruppierung die-
ser erfolgen. Erneut ist der größte Unterschied in der Probe mit dem des L. lactis ssp. 
lactis biovar. diacetylactis zu sehen, da dieser ebenfalls Aromastoffe bilden konnte.  
Die 10-stündige Untersuchung (alle 30 min) des Fermentationsverlaufs von dem 
Sauermilchansatz mit dem L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis F7/2 Stamm sollte 
Informationen über den Zeitpunkt liefern, ab dem die ersten Unterschiede in der Ent-
wicklung der Aromabestandteile mittels Elektronischer Nase messbar sind. Nach ca. 
6 h wurde die erste Varianz zwischen den Ansätzen mit und ohne Phagen festge-
Abb. 5.9: Anzahl positiver und negativer Antworten bei der sensori-
schen Prüfung (Dreieckstest) von Käse mit 34 Teilnehmern. Irr-
tumswahrscheinlichkeit α = 0,05, (Linie) Signifikanzlevel, (*) signifi-
kanter Unterschied (nach DIN ISO 4120). 
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stellt. Der pH-Wert lag zu diesem Zeitpunkt bei 5,4. Dies entsprach dem pH-Optimum 
der Aromastoffbildung (z.B. Diacetyl), welches im Bereich von 5,2 bis 5,5 liegt 
(Vedamuthu, 1994). Somit ist anzunehmen, dass nach ca. 6 h Säuerung vermehrt 
Aromakomponenten gebildet wurden. Da die Unterschiede bei der PCA hauptsäch-
lich auf der y-Achse zu verzeichnen sind, die lediglich 0,9 % der Varianz erklärt, ist 
hier von einem sehr geringen Unterschied auszugehen. Erneut kann dies auf die zu-
sätzliche Aromastoffbildung des L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis Stammes 
zurückgeführt werden. 
Die pH-Werte der beiden Ansätze haben sich im Verlauf der Säuerung nahezu iden-
tisch entwickelt (von 6,6 auf 4,6), was sich in der parallelen Entwicklung der L. lactis 
Säuerungskulturen zeigt. Dies bestätigen frühere Arbeiten, wonach die Säuerung der 
Milch von einer phageninfizierten Aromakultur nicht beeinflusst wird (Hemme & 
Foucaud-Scheunemann, 2004). Die Leuconostoc Keimzahl in dem Phagenansatz, 
sowie der Phagentiter, entwickelten sich dagegen in entgegengesetzte Richtungen. 
Der Phagentiter stieg in den ersten zwei Stunden um 2,6 log-Stufen und blieb an-
schließend konstant, während die Leuconostoc Keimzahl im Verlauf der Säuerung 
kontinuierlich abfiel. Dies könnte darauf zurückgeführt werden, dass nicht alle Bakte-
rien gleichzeitig von den Bakteriophagen infiziert werden (Neve, 1996). Fermentati-
onsansätze stellen ein statisches System dar, in dem Phagen von einem zufälligen 
Treffen mit einer Wirtszelle abhängig sind (Heller et al., 2011). Weiterhin kann bei 
einer MOI von 1 rechnerisch ein Phage eine Bakterienzelle infizieren. Eine Bakteri-
enzelle kann jedoch von mehreren Phagen gleichzeitig befallen werden (Neve, 1996; 
Heller et al., 2011), wodurch erst durch eine spätere Freisetzung neuer Phagenparti-
kel wiederholt Leuconostoc-Zellen infiziert werden können. Außerdem ist bekannt, 
dass bei einigen Bakteriophagen (z.B. T4-Phagen) die Verzögerung der Zelllyse 
durch eine „Lyse-Inhibition“ verursacht werden kann. Diese tritt ein, wenn eine infi-
zierte Zelle durch einen weiteren Phagen reinfiziert bzw. „superinfiziert“ wird. Die 
Zelllyse kann daraufhin um mehrere Stunden verzögert werden (Dressman & Drake, 
1999). 
Bei dem Testsystem Käse wurden die mikrobiologischen Parameter, zusammen mit 
der Analyse mittels Elektronischen Nase, alle zwei Wochen im Verlauf der 6-
wöchigen Reifezeit untersucht. Auffällig ist, dass obwohl eine deutliche phagenbe-
dingte Abnahme der Leuconostoc Keimzahl in dem Testansatz stattgefunden hat und 
somit auch von einer mangelnden Aromaausbildung auszugehen ist, kein durchgän-
            5 Phageninfektion einer Aromakultur  
102 
 
giger Unterschied zwischen den beiden Käseansätzen im Verlauf der Reifung mittels 
elektronischer Nase festgestellt werden konnte. Während der Käsereifung werden im 
Rahmen der Lipolyse, Glykolyse und Proteolyse flüchtige Aromakomponenten gebil-
det (McSweeney, 1997; Urbach, 1997). Die wichtigsten Geruchskomponenten sind 
dabei Verbindungen wie Methylketone, Fettsäuren, Phenole, Schwefelverbindungen, 
Terpene, α-Dicarbonyle, Ester, Lactone sowie Amine und andere stickstoffhaltige 
Verbindungen (Urbach, 1997). Viele dieser Verbindungen werden von dem Detekti-
onsspektrum der Elektronischen Nase erfasst (Scholle, 2015). Die fehlende Unter-
scheidung der Ansätze muss folglich durch weitere Einflussfaktoren erklärt werden. 
Dies könnten die auf die Sensoren einwirkenden Umgebungseinflüsse sein, wie   
beispielsweise Feuchtigkeit oder die in dem Messraum herrschende, stets unter-
schiedliche Umgebungstemperatur, welche zu Messabweichungen durch Nullpunkt-
verschiebungen geführt haben könnten (Ampuero und Bosset, 2003). Zudem ist be-
reits für andere Käsesysteme gezeigt worden, dass die Lyse der Starterbakterien 
während der Käsereifung zum Aroma beitragen kann (Lepeuple et al., 1998; 
O’Sullivan et al., 2000). Somit könnte die geringe Lebendkeimzahl die phagenbe-
dingte Lyse der Leuconostoc Kulturen bis zu einem gewissen Grad kompensieren. 
Im Unterschied zu der elektronischen Nase konnte das 34-köpfige Sensorikpanel 
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Käseansätzen sensorisch er-
fassen. Die Vergleichbarkeit der Humansensorik mit der Analyse mittels elektroni-
scher Nase ist sehr schwierig, denn während die elektronische Nase mit einer mittle-
ren, semi-selektiven Messempfindlichkeit versehen ist, ist das menschliche Geruchs- 
und Geschmackssinn nicht nur substanzabhängig, sondern auch sehr sensitiv und 
selektiv (Scholle, 2015; James et al., 2005; Malnic et al., 1999). Zusätzlich kann die 
elektronische Nase auch geruchlose Substanzen erfassen (Boeker, 2010). Sie ist 
jedoch nicht in der Lage, im Unterschied zum menschlichen Geruchssinn, Geruchs-
stoffe unterschiedlich zu gewichten (Boeker, 2010). Dies macht die Vergleichbarkeit 
der Messungen mittels elektronischer Nase und humansensorischen Organen nahe-
zu unmöglich.  
 
5.5 Schlussfolgerungen 
Die Untersuchungen zum Einfluss einer Leuconostoc Phageninfektion auf die Aro-
maentwicklung in Sauermilch und Käse sowie auf das organoleptische Profil von Kä-
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se zeigten, dass in komplexen Starterkulturen (Säuerungskulturen und Leuconostoc-
Aromakulturen) eine Phageninfektion der Leuconostoc Aromakultur einen nachweis-
baren Einfluss auf das Aromaprofil fermentierter Milchprodukte wie Sauermilch und 
Käse hat. Die Infektion der Aromakultur kann jedoch im Fermentationsprozess zu-
nächst unerkannt bleiben, da die Säuerungskultur nicht von der Phageninfektion be-
troffen ist. Weiterhin zeigte sich, dass die elektronische Nase geeignet ist, phagen-
bedingte Veränderungen im Aromaprofil von Sauermilchproben zu erfassen. In den 
Edamerproben ließen sich Aromaunterschiede mit der elektronischen Nase jedoch 
nicht nachweisen. Allerdings konnten phagenbedingte Veränderungen in der Aroma-
ausbildung der Edamerkäse nach 6 Wochen Reifungszeit von einem Sensorikpanel 
signifikant nachgewiesen werden.  
            Zusammenfassung  
104 
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In milchverarbeitenden Betrieben sind die Starterkulturen durch Bakteriophageninfek-
tionen gefährdet, woraus Fermentationsstörungen, Aroma- und Texturdefekte resul-
tieren können. Vor allem die hohe Thermoresistenz einiger Lactococcus lactis Pha-
gen (936 Gruppe) führt dazu, dass diese durch die übliche Pasteurisation nicht aus-
reichend inaktiviert werden. Durch die Rückführung von Molkenbestandteilen und 
Molkenpulver in den Fermentationsprozess kann es folglich zu einer Anreicherung 
von Phagen kommen.  
Aus diesem Grund wurden insgesamt 13 Molkenpulver aus unterschiedlichen Betrie-
ben und 10 Molkenpulverformulierungen auf Bakteriophagen untersucht (Kapitel 2). 
Es wurden sowohl Phagen gegen säurebildende L. lactis und Streptococcus thermo-
philus Stämme, als auch gegen aromabildende Leuconostoc pseudo-/mesenteroides 
Stämme in Titern von bis zu 6 x 107 Plaque-bildenden Einheiten (PbE) pro g Molken-
pulver nachgewiesen. Das Screening dieser Phagen auf thermische Stabilität ergab, 
dass 88 % der untersuchten L. lactis Phagen eine Erhitzung bei 80 °C für 5 min 
überstehen konnten. Es wurde ein besonders hitzeresistenter L. lactis Phage identifi-
ziert (Phage P956). Zudem wurde eine bemerkenswert hohe Stabilität von Phagen in 
Molkenpulvern während einer Lagerzeit von 4 Jahren dokumentiert.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zur Thermostabilität der L. lactis 
Phagen bei Erhitzung in einer Pilot-Pasteurisierungsanlage durchgeführt, um das 
Inaktivierungsverhalten der Phagen mit den Inaktivierungsergebnissen unter Labor-
bedingungen vergleichen zu können (Kapitel 3). Dabei wurden sowohl thermoresis-
tente L. lactis Phagen (P680, P1532, P635) als auch der thermosensitive Phage 
P008 eingesetzt. Alle Phagen ließen sich in der Pilot-Pasteurisierungsanlage effizien-
ter inaktivieren und wiesen deutlich niedrigere D-Werte auf als in den Laborversu-
chen. 
Im dritten Teil der Arbeit wurde eine Cross-Flow-Membranfiltration getestet, mit der 
es möglich sein sollte, den Phagentiter in Molke zu reduzieren ohne dabei Molken-
proteine zu denaturieren (Kapitel 4). Es konnte eine gute Phagenretention bei gleich-
zeitig guter Molkenproteinpermeation mittels Membranfiltration erreicht werden, wo-
bei Membranen mit einer Trenngrenze von 300 kDa den besten Kompromiss hin-
sichtlich der Phagenretention (3,7 log Einheiten) und Molkenproteinpermeation (α-LA 
ca. 40 % und β-LG ca. 60 %) darstellten. Neben der Porengröße der Membran war 
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die Phagenmorphologie ein weiterer wichtiger Faktor, da v. a. Phagen mit sehr gro-
ßem Kapsid (KSY1) bei der Membranfiltration besser zurückgehalten wurden. Die 
Schwanzlänge der Phagen hatte dagegen keinen signifikanten Einfluss. Die Wirk-
samkeit der Phagenfiltration wurde auch durch die Pasteurisation der Molke unter 
Zusatz von ebenfalls pasteurisierten Bakterien verbessert, da diese eine Fouling-
schicht auf der Membran ausbilden konnten. Die Phagenretention (bei akzeptabler 
Molkenproteinpermeation) ließ sich auch verbessern, wenn mechanisch hergestellte 
Bakterienzelltrümmer der Molke zugesetzt wurden.     
Im vierten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zum Einfluss einer Leuconostoc 
Phageninfektion auf die Aromaentwicklung sowie auf das organoleptische Profil von 
Sauermilch und Käse durchgeführt (Kapitel 5). Diese hatte bei der Verwendung von 
Startermischkulturen (mit L. lactis und Leuconostoc Stämmen) einen signifikanten 
Einfluss auf das Aromaprofil der fermentierten Milchprodukte. Ein 34-köpfiges Senso-
rikpanel konnte die phagenbedingten Veränderungen in der Aromaausbildung im 
Edamerkäse nach 6 Wochen Reifungszeit nachweisen. Phagenbedingte Verände-
rungen im Aromaprofil von Sauermilchproben konnten auch mit einer elektronischen 
Nase erfasst werden, allerdings war dies nicht in den Käseproben möglich. 
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Bacteriophage infections of starter cultures are common in dairies, causing fermenta-
tion failures or delays and/or flavor and texture defects. Several Lactococcus lactis 
(936 group) phages reveal high thermal stability and cannot be inactivated by stand-
ard pasteurization conditions. Consequently, recycling of whey components and 
whey powders in fermentation processes can lead to accumulation of phages. 
A representative set of 13 whey powders and 10 whey powder formulations were  
examined for the presence of bacteriophages. Phages for acid-producing L. lactis 
and Streptococcus thermophilus strains, as well as for flavor-producing Leuconostoc 
pseudo-/mesenteroides strains were detected in titers up to 6 × 107 plaque-forming 
units (pfu) per g powder. When these phages were screened for thermal stability, 
88% of the L. lactis phages did survive a 5-min heat treatment at 80 °C. Highest heat 
stability was documented for lactococcal phage P956. The L. lactis phages revealed 
a remarkably high stability during long-term storage in the powders over 4 years. 
In the third chapter, thermal resistance of L. lactis phages was analyzed in a pilot-
plant pasteurizer in order to compare their inactivation kinetics with those obtained in 
test tubes in the laboratory. Three L. lactis phages with high thermal stability (P680, 
P1532, P635) as well as phage P008 (sensitive to thermal treatments) were used for 
these experiments. For all phages, thermal inactivation was significantly more effec-
tive in the pilot-plant pasteurizer than in laboratory experiments, and distinctly lower 
D-values were determined. 
In the fourth chapter, cross-flow membrane filtration of phages in whey was tested for 
its potential to i) achieve appropriate phage retention and ii) simultaneously accepta-
ble whey protein permeation. Membrane cut-offs of 300 kDa represented the best 
compromise regarding phage retention (3.7 log units) and whey protein permeation 
(α-LA approx. 40% and β-LG approx. 60%). Phage morphology was also a critical 
factor, as phage retention was higher for phage possessing large capsid (KSY1). 
However, retention of phages with tails of different length was not influenced by this 
morphological characteristic. The efficiency of phage removal by membrane filtration 
could be increased by adding inactivated (by pasteurization) bacterial host cells to 
the whey spiked with phages, as these cells formed a fouling layer on the mem-
branes.  The same effect (i.e., sufficient phage retention and whey protein permeabil-
ity) was similarly achieved with cell debris obtained from mechanical disrupture of the 
host cells.  
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In chapter 5, the influence of Leuconostoc phage infection on the development of 
flavor and organoleptic profiles of sour milk and cheese was investigated. When   
using a blend of L. lactis and Ln. pseudomesenteroides strains as mixed starter cul-
ture, phage infection of the Leuconostoc culture resulted in a distinct altered flavor 
and organoleptic profile of these fermented milk products. In sour milk, these phage-
induced changes could also be detected by an electronic nose apparatus. However, 
in cheese samples (after 6 weeks of ripening), the phage-derived differences on the 
flavor profiles could not be detected by the electronic nose, but were still noticed by a 
sensory panel. 
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Tabelle A1: Verwendete Chemikalien  
Chemikalie  Hersteller 
Agar Agar hochrein Merck, Darmstadt 
Agarose AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ascorbinsäure AppliChem GmbH, Darmstadt 
Beef-Extract BD, Becton Dickinson, Sparks, USA 
Calciumchlorid- Dihydrat (CaCl2 x 2 H2O) Merck, Darmstadt 
Cäsiumchlorid (CsCl) Biomol, Hamburg 
Chloroform Merck, Darmstadt 
DIG labeled Control DNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
D-Glucose Merck, Darmstadt 
DNAse AppliChem GmbH, Darmstadt 
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt 
Eisessig / Essigsäure Merck, Darmstadt 
Ethanol unvergällt Merck, Darmstadt 
Ethanol vergällt Walter-CMP GmbH, Kiel 
Glycin Merck, Darmstadt 
Hexanucleotidgemisch Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Iodacetamid AppliChem GmbH, Darmstadt 
Isopropanol (2-Propanol) Merck, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat (di-) Merck, Darmstadt 
Klenow Enzym Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Lactose-Monohydrat Merck, Darmstadt 
Lithiumchlorid Merck, Darmstadt 
Magermilchpulver Difco, BD, Becton Dickinson, Sparks, USA 
Methanol Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat(MgCl2 x 6 H2O) Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H2O) Merck, Darmstadt 
Natriumacetat Merck, Darmstadt 
Na-ß-Glycerophosphat VWR, Leuven, Belgien 
Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt 
Phenol AppliChem GmbH, Darmstadt 
PEG 6000 Serva, Heidelberg 
Phytone-Peptone BD, Becton Dickinson, Sparks,USA 
Ringer-Tabletten Merck, Darmstadt 
RNAse Serva, Heidelberg 
Poly-Peptone  BD, Becton Dickinson, Sparks, USA 
Saccharose Merck, Darmstadt 
Tri-Na-Citrat-Dihydrat Fluka, Schweiz 
Tris Serva, Heidelberg 
Tryptone-Peptone  BD, Becton Dickinson, Sparks, USA 
Yeast-Extract BD, Becton Dickinson, Sparks, USA 
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Tabelle A2: Verwendete Geräte und Materialien 
Gerät Model Hersteller 
Brutschränke (30 °C / 
60 °C) 
B12  Hereaus Instruments, Hanau 
Deckelflasche 25 ml – 2 l Schott AG, Mainz 
Eismaschine  AF 100 AS, 230/50/1  Scotsman® Frimont S.p.A. Pogliano MIL 
Elektrophorese-
Kammer  
Mini-Sub Cell GT  
 
Bio-Rad, München  
Falkon-Röhrchen Cellstar® Tubes, 50 ml Greiner Bio One 
Filterpapier S&S Gel-Blotting-Papiere, 300 x 
600 mm  
Schleicher & Schuell, Dassel 
Gasbrenner Gasprofi 1 SCS   WLD-Tec GmbH, Göttingen 
Glasglimmerplatte  Plano GmbH, Wetzlar 
Kupfernetzchen 400-mesh  Plano GmbH, Wetzlar 
Kryoröhrchen Cryo Tube Vials  Nunc A/S, Dänemark 
Lichtmikroskop Axioskop 40  Zeiss, Jena 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging,  Chicago, USA 
Petrischalen (steril) Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 
PCR-Cycler  Thermocycler (5333 00744) Eppendorf, Hamburg 
pH-Meter Mettler Toledo 340 Schertzenbach 
Photometer Nanocolor
®
 500 D   Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren 
Pipettenspitzen Research 10, 100, 1000 µl Eppendorf AG, Hamburg 
Pipettenspitzen (steril) Dualfilter 10, 100, 1000 µl 
PCR Clean    
Eppendorf AG, Hamburg 
Pipettierhilfen Accu-jet pro Brand GmbH, Wertheim 
Power-Supply Mini Power Pack P20   Biometra GmbH, Göttingen  
Reaktionsgefäße  1,5 ml; 2 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Reinstwasseranlage Reinstwassersystem Clean SG  Barsbüttel 
REM FEI XL30  FEI Company, Niederlande 
Schüttler  
 
Vortex Genie 2 TM   
Horizontalschüttler RO 30   
Bender & Hobein AG, Zürich  
C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Hechingen  
Seitenarmkolben 100 ml, 300 ml, 500 ml Schott AG, Mainz 
Spritzen Syringe, 10 ml Terumo 
Sterilbank  ELB 2448    LAF-Technik, Hamburg 
Sterilfilter Whatman  FP30 / 0,20 & 0,45 µm  Schleicher & Schüll, Dassel 
Thermoblock CHB-202 BIOER 
Thermocycler Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg 
Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
TEM Tecnai 10 FEI Company, Eindhoven, Niederlande 
UV-Licht Fotokammer  Universal Hood II Kamera 
Chemi Doc
TM
 XRS 
Bio-Rad Laboratories GmbH, Mailand 
Vortex Mixer Vortex Genie 2
TM
 
Vortex Mixer 
Scientific industries Inc., Boheia 
neo Lab, Heidelberg 
Waage  AX2202 Sartorius, Göttingen 
Wasserbäder Julabo MC  Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 
Zellmühle FastPrep FP120 Bio 101 Savant Instruments Inc., Farm-
ingdale (USA) 
Zentrifugen - Beckman Coulter J2-21  
- Ultrazentrifuge Coulter Opti-
ma™ L90K  
- 5417R, 5415C & 5415D  
Beckman Coulter GmbH, Krefeld 
Beckman Coulter GmbH, Krefeld  
 
Eppendorf GmbH, Engelsdorf  
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- Labofuge M Heraeus Sepatech 
Zentrifugenröhrchen Polyallomer Centrifuge Tubes,  Beckman Coulter GmbH, Krefeld 
Zentrifugenbecher 500 ml Nalgene® 
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